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ABSRAC
1Clinical stdies indicate that genetically determined personality traits, sch as sensation
seeking and implsivity, are associated with increased drg addiction liability. hs, in spite
of the fact that for instance a prolonged ethanol eposre is an essential precondition to
develop the disease, genetic factors accont for abot 50-60% of the risk of developing
alcoholism. hese observations have stimlated the se of selected strains and lines of
rodents as models to investigate genetically determined differences in behavioral and
nerochemical traits related to addictive disorders. Among those, the Roman high (RHA)- and
low (RLA)-avoidance rats are selectively bred for rapid vs poor acqisition of active
avoidance, respectively, and differ markedly in emotional reactivity, coping style, and
behavioral and nerochemical responses to a nmber of drgs of abse sch as morphine,
ethanol and psychostimlants. On the other hand, one of the most efficacios approaches to
model several aspects of alcoholism is represented by the se of rat lines selectively bred
for high ethanol preference or ecessive ethanol drinking that represent well-sited
eperimental models to investigate the biological bases of alcoholism by virte of their
predictive, face, and constrct validity. In particlar, Sardinian alcohol-preferring (s) rats
constitte one of these rat lines selectively bred for ecessive ethanol intake. hs, when
given a choice between 10% (v/v) ethanol and water, nder the standard, home cage 2-bottle
regimen, with nlimited access for 24 h/day, s rats display a clear preference for the
ethanol soltion and daily consme 6 to 7 g/kg of pre ethanol.
Among the kinases and transcription factors that have been deeply investigated in the recent
years for their involvement in the moleclar basis of addiction, the etracelllar signal-
reglated kinase (ERK) occpies a strategic position, both at the cytoplasmic and nclear
level. In fact, activation of ERK is critical for memory formation and consolidation in
different tasks sch as conditioned taste aversion and fear conditioning, bt it also appears
critical in synaptic plasticity, as well as in synapse formation and fnction. Activation of ERK
is also critical for long-term potentiation, a phenomenon of long-lasting synaptic plasticity
that allows the characterization of the role of transdction molecles in the processes of
learning and formation of long-term memories. In addition, in matre nerons, activation of
ERK is involved in the mechanism of action of addictive drgs and its epression in dopamine-
rich terminal areas plays a critical role in several of their psychopharmacological effects,
inclding their ability to sstain acqisition of conditioned place preference. However, some
2controversial findings still remain on the effects of morphine on ERK phosphorylation in the
ncles accmbens. Similarly, the isse of genetically determined differences among pairs of
rat lines selectively bred for rapid vs slow acqisition of active avoidance (RHA vs RLA) and
for high vs poor ethanol preference or ecessive ethanol drinking (s vs sN) has never been
systematically investigated. Hence, in order to gain insights on the differential sensitivity in
terms of activated ERK in brain strctres of the mesolimbic system and etended amygdala
of sch rat lines, the present stdy was devoted to investigate these isses by assessing the
ability of morphine to activate ERK phosphorylation in the shell (AcbSh) and core (AcbC) of
the ncles accmbens (Acb) of Roman RHA and RLA, Sprage-Dawley and Wistar rats as well
as in CD-1 mice and C57BL6J mice. his stdy was also aimed at comparing the effects of
acte cocaine administration in Roman rats, and of ethanol administration in s vs sN rats,
on ERK phosphorylation in Acb, prelimbic (rL) and infralimbic (IL) prefrontal corte (FC)
and nclei of the etended amygdala (BSL, CeA and BLA).
he reslts of these eperiments demonstrate 1) that morphine significantly decreased Acb
pERK epression, as determined by conting the nmber of pERK positive cells/area, in RLA,
Sprage-Dawley and Wistar rats, 2) failed to either decrease or increase this measre in
Acb of RHA rats and 3) significantly increased pERK epression in both CD-1 and C57BL6J
mice. Ethanol (1 g/kg) significantly increased pERK immnoreactivity in AcbSh and AcbC of s
bt not sN rats. Conversely, ethanol failed to affect pERK epression in rL and IL FC as
well as in BSL and CeA of both s and sN rats. In RHA bt not RLA rats, cocaine (5 mg/kg)
increased pERK in the IL FC and AcbSh, two areas involved in its acte effects, bt did not
modify pERK in the rL FC and AcbC, which mediate the chronic effects of cocaine.
hese findings sggest that the lack of stimlation of pERK epression observed in RHA rats
after morphine administration may be of considerable importance and significance, given the
enhanced responsiveness of these animals to the nerochemical and behavioral effects of
morphine; these findings also confirm previosly reported differential effects of morphine
on ERK phosphorylation in the Acb of rats vs mice and call for frther eperiments to
elcidate the significance of the property of morphine to either increase and decrease pERK
epression in rodents’ AcbSh and AcbC. he reslts also show that ethanol activated ERK
differentially in Acb and FC of s and sN rats and indicate that selective breeding of
these rat lines reslted in a doble dissociation of the effects of acte ethanol on ERK
3phosphorylation in brain regions critical for ethanol’s psychopharmacological effects.
Frthermore, these reslts etend to pERK epression previos findings on the greater
sensitivity to acte cocaine of RHA vs RLA rats and confirm the notion that genetic factors
inflence the differential responses to addictive drgs. In conclsion, these findings spport
the view that the genetically selected rat lines represent a valid model to investigate the
neral basis of the individal vlnerability to drg addiction and that pERK phosphorylation in
nclei of etended amygdala represents a valable dynamic marker of drg-indced neronal
activation .
4INRODUIONE
5Il cervello emotivo: anatomia del sistema limbico
Le emozioni possono essere definite come n grppo di correlate fnzioni cerebrali speriori,
risltanti da condizioni di ricompensa e/o pnizione (LeDo 1987; Rolls 2001). Secondo
LeDo, no dei più atorevoli stdiosi contemporanei di nerobiologia, si tratta di fnzioni
biologiche che si sono evolte per permettere agli esseri viventi di sopravvivere in n
ambiente ostile e di riprodrsi. E’ infatti l’omo stesso a strttrare le circostanze al fine di
trarne piacere e gioia, evitando le sitazioni che possano portare a delsioni, tristezza o
dolore. L’eccitazione emotiva esercita potenti inflenze si processi di elaborazione cognitiva.
L’attenzione, la percezione, la memoria e i processi decisionali sono condizioni dominate da
stati emotivi: contesti gratificanti rafforzano le reazioni volte alla ricerca di n risltato
favorevole che porti soddisfazione, comfort e benessere, così come, in linea di principio, il
profilarsi di eventali pnizioni o consegenze negative indce alla fga o all’evitamento di
determinate sitazioni (LeDo 1987). Nmerosi stdi nel campo delle neroscienze affettive
hanno delineato i circiti neronali che comprendono strttre corticali e sottocorticali e che
sono responsabili della generazione delle emozioni mane. Ad oggi, infatti, è accertato che le
aree che contribiscono a tali fnzioni cognitive incldono la corteccia prefrontale, l’amigdala,
la corteccia cingolata anteriore, l’ippocampo, e l’insla, aree che nel complesso vanno a
costitire qello che viene comnemente definito “sistema limbico”.
Il sistema limbico è costitito dal filogeneticamente antico lobo limbico e da altre strttre
sottocorticali e dalle loro connessioni. Il termine “limbico” venne tilizzato per la prima volta
dall’anatomista francese al Broca nel 1878 (le grand lobe limbiqe, dal termine latino
limbs), per identificare la cresta crva della corteccia che inclde i giri cingolato e
paraippocampale. Il lobo limbico sitato nel lato inferomediale degli emisferi cerebrali,
consiste di de giri concentrici che circondano il corpo calloso. Broca denominò il giro esterno,
più grande, “limbic gyrs” mentre qello interno, più piccolo, “intralimbic gyrs”; il primo
costitito dall’istmo del giro cingolato, dal giro ippocampale e dall’area sottocallosa, il secondo
dorsale rispetto al corpo calloso e strettamente interconnesso con le aree associative della
corteccia prefrontale.
La fnzione del lobo limbico nelle emozioni venne elaborata sccessivamente nel 1937
dall’anatomista americano James apez, nel so fondamentale scritto “A proposed mechanism
6of emotion”, il ci modello anatomico descritto viene ancora ad oggi definito “circito di
apez” (l'asse corteccia cerebrale-ipotalamo-talamo-corteccia) (apez 1937).
Nel 1948 Yakovlev propose n altro modello di circito coinvolto nel controllo delle emozioni
che coinvolgeva la corteccia orbito-frontale, qella inslare, il lobo temporale anteriore della
corteccia, l’amigdala e il ncleo dorsomediale del talamo (Yakovlev 1948).
Sccessivamente, nel 1952, f al D. MacLean a coniare il termine “sistema limbico” per
descrivere la correlazione anatomica esistente tra il lobo limbico di Broca e i nclei
sottocorticali, definendo così il sbstrato neronale dell’emozione (Maclean 1952).
Anatomicamente le strttre che compongono il sistema limbico si trovano localizzate in
differenti zone degli emisferi cerebrali, ovvero nel telencefalo, nel diencefalo e nel
mesencefalo. Da n pnto di vista morfologico è possibile distingere il sistema limbico in de
definite aree, le aree paralimbiche (costitite da mesocorteccia, ossia na corteccia “di
transizione” meno complessa e differenziata della corteccia granlare dell’isocorteccia), e le
aree limbiche propriamente dette (Meslam 2000), costitite da allocorteccia e corteccia
corticoide.
Le aree paralimbiche (aree corticali), formano il classico limbs (secondo il concetto di Broca)
e comprendono il complesso del cingolo (che inclde l’area retrospleniale, il giro del cingolo e
l’area poliolfattoria), il giro ippocampale (che inclde le aree entorinale, prorinale e peririnale
e il sbicolo), il polo temporale, l’insla e la corteccia orbito-frontale cadale. Le aree limbiche
(aree sottocorticali), sono costitite dall’amigdala, dalla formazione dell’ippocampo, dalla
corteccia olfattoria primaria, dal setto e dalla sostanza innominata. A livello del mesencefalo
sono localizzate altre strttre del sistema limbico qali alcni nclei del tronco encefalico
contenenti nerotrasmettitori monoaminergici che proiettano al sistema limbico e che
costitiscono il sistema mesolimbico-corticale. L’ipotalamo, essendo interconnesso con ttte le
strttre limbiche, svolge n importante rolo di coordinazione di molte delle attività del
sistema limbico; l’interconnessione tra tali strttre in agginta alle connessioni stabilite tra
le diverse strttre del sistema limbico crea na fitta rete di circiti neronali. Il sistema
mesolimbico (vie DAergiche mesolimbiche) costitito da nclei DAergici che hanno origine
principalmente a livello dell’area A10 mesencefalica (area ventrale tegmentale, VA) e nella
parte mediale dell’area A9 (sbstantia nigra SN), innerva il ncles accmbens (Acb), il
tbercolo olfattorio e il ncleo interstiziale della stria terminalis, ttte strttre
7appartenenti al sistema limbico, la ci primaria fnzione risiede nella modlazione del
comportamento emotivo.
Dall’area A10 si originano altre fibre che innervano il setto (sopratttto il ncleo del setto
laterale) l’ippocampo, l’amigdala, la corteccia entorinale, la corteccia prefrontale, la corteccia
peririnale e qella piriforme (sistema mesolimbocorticale).
La corteccia prefrontale (FC)
La FC occpa la parte più rostrale del lobo frontale e rappresenta na strttra di tipo
neocorticale. È composta principalmente da porzioni ventrolaterale, dorsolaterale,
orbitofrontale e mediale.
La FC è collegata in maniera bidirezionale con talamo, ipotalamo, sbtalamo, mesencefalo e
sistema limbico, e tramite vie transcorticali con le aree somatiche visive e ditive. Le niche
proiezioni efferenti sono rivolte ai gangli della base e alle altre strttre sbcorticali
implicate nel controllo del movimento. Comprende diverse aree corticali, le qali differiscono
tra loro per dimensione, densità e disposizione neronale. Data la sa localizzazione e l’intenso
network di collegamenti, la FC pò essere considerata come n centro integrativo di
messaggi provenienti dalle principali aree fnzionali cerebrali, invia infatti fibre ad ogni
strttra cerebrale da ci riceve, creando dei circiti essenziali nel controllo cognitivo, cosi
come nei processi esectivi che coinvolgono la motivazione, l’emozione, l’apprendimento e la
memoria (Robbins 2000a; Öngür & rice 2000; Miller & Cohen 2001; Dalley et al., 2004).
La FC è in grado di integrare informazioni sensoriali e limbiche e promovere
comportamenti finalizzati mediante le efferenze al Acb (Robbins & Everitt 1996); è innervata
da assoni DAergici che originano nella VA e nella sbstantia nigra pars compacta (SNc)
(Levitt et al 1984) che ne modlano le fnzioni tramite i recettori DAergici D1 e D2. La
porzione mediale della FC è costitita dalla corteccia anteriore cingolata, dall’area
prelimbica nella parte inferiore, e dall’area infralimbica, ventralmente. La corteccia
infralimbica proietta alla shell del Acb (AcbSh), mentre la prelimbica proietta al core del Acb
e alla porzione mediale del ncleo cadato (Öngür & rice 2000); inoltre, la corteccia
prelimbica proietta principalmente all’amigdala basale, mentre la infralimbica proietta
preferenzialmente alle aree contenenti neroni GABA, ovvero alla sddivisione laterale del
8ncleo centrale dell’amigdala e all’area compresa tra l’amigdala basolaterale e qella centrale
(Vertes 2004; eters 2009).
La FC invia efferenze anche ad altre aree limbiche qali l’ippocampo che assieme
all’amigdala, modlano l’attività del Acb tramite proiezioni gltamatergiche (Grace 2007; Del
Arco & Mora 2009). In virtù di tali connessioni, la FC presiede a specifiche fnzioni nel
controllo cognitivo (Miller & Cohen 2001). I collegamenti afferenti dai gangli della base e dal
talamo trasmettono alla corteccia le informazioni rigardanti la rappresentazione interna
degli obiettivi e dei mezzi per raggingerli (Bradshaw 2001; Miller & Cohen 2001), inibendo
così rappresentazioni concorrenti. La FC è dnqe responsabile del mantenimento attivo dei
pattern di attività che rappresentano gli obiettivi e che provengono da altre regioni del
cervello (Brrss et al 2000; Miller & Cohen 2001). iù semplicemente, la FC presiede alla
selezione e al mantenimento delle informazioni relative alle attività rilevanti, fnzione qesta
che richiede flessibilità e n certo livello di resistenza a interferenze e distrazioni (Feil et al
2010). er tale ragione la FC comprende il più alto livello gerarchico corticale, responsabile
sia della rappresentazione che della attazione delle azioni (Bradshaw 2001). È noto che la
FC è coinvolta nella mediazione degli effetti gratificanti primari degli stimoli rinforzanti,
inclse le sostanze d’abso (zschentke 2000). Stdi di brain imaging sll’omo hanno
evidenziato il coinvolgimento della FC nelle sensazioni di desiderio e di ricerca della
sostanza sscitate da stimoli ad essa associati nei periodi di astinenza. Si è osservata infatti
na persistente ridzione del metabolismo celllare e del flsso sangigno a livello della FC
in soggetti che absano di oppiacei e psicostimolanti (Bothelo et al 2006; Goldstein & Volkow
2002). Di contro, l’incremento dell’attività metabolica o del flsso sangigno dell’area dorsale
della FC si osserva nei tossicodipendenti esposti a stimoli associati al farmaco (Childress
1999; Goldstein & Volkow 2002), riflettendo l’attività neronale in qeste aree drante il
desiderio evocato dal segnale associato al farmaco. Qesti dati sggeriscono che il desiderio
indotto da stimoli associati al farmaco è accompagnato da na iperattività e da na
ipofnzione delle porzioni dorsale e ventrale della FC mediale, rispettivamente. Nei
tossicodipendenti si osserva inoltre n ridotto incentivo all’ottenimento di sostanze
natralmente gratificanti (Goldstein & Volkow 2002), parallelamente ad na na diminita
attivazione della FC in risposta a tali stimoli (Garavan et al 2000). Nel loro insieme tali
processi rislterebbero implicati nella ridotta capacità della FC di avviare comportamenti in
9risposta a ricompense natrali, nell’amento della responsività agli stimoli farmaco-associati e
nella ridzione del controllo inibitorio nel comportamento di ricerca del farmaco (drg-
seeking) (Bechara 2005; Kalivas & Volkow 2005).
ali stdi sottolineano pertanto l’importanza di stdiare il malfnzionamento adattativo dei
neroni della FC, dopo esposizione ad n farmaco, sia a livello celllare che a livello
molecolare.
Il ncles accmbens (Acb)
Il Acb è na strttra localizzata a livello del proencefalo rostrobasale, posta
ventrolateralmente rispetto ai nclei del setto e ventromedialmente rispetto al cadato-
ptament, e rappresenta la principale componente dello striato ventrale. Il Acb da n pnto di
vista anatomico-fnzionale pò essere sddiviso in tre sb-regioni: na regione medioventrale
chiamata “shell” (AcbSh) con fnzioni prettamente limbiche (integrazione delle emozioni e
motivazione), na dorsolaterale chiamata “core” (AcbC), deptata all’espressione motoria dei
comportamenti motivati (Stolerman, 1992; Alheid & Heimer, 1988; ahm & Brog, 1992;
Groenewegen & Rsschen, 1984; Heimer et al., 1991b) e na terza definita invece polo
rostrale (Heimer et al., 1991 a,b; Jongen-Relo et al., 1994).
Le se afferenze sono principalmente di natra gltamatergica, originano a livello delle aree
limbiche corticali (qali il sbicolo della formazione ippocampale, il complesso dell’amigdala
basolaterale e le cortecce rinale e prefrontale) e risltano coinvolte negli aspetti cognitivi ed
emozionali del comportamento (McGeorge & Fall 1989; Heimer et al., 1995; arent 1996).
Altre importanti afferenze incldono nclei talamici della linea mediana e neroni DAergici
provenienti dalla VA. Le efferenze del Acb sono indirizzate a diverse aree secondo la
sbregione da ci esse stesse provengono, infatti dal AcbSh, si originano proiezioni dirette
alle aree ipotalamiche laterali, al pallido ventrale, alla regione preottica, alla VA, al tegmento
mesencefalico e al grigio periacqedttale (Groenewegen 1984; Heimer 1991; Mogenson et al.,
1983), ma dirette anche al AcbSh stesso attraverso le robste collaterali dei soi neroni di
proiezione spinosi medi (Chang & Kitai 1985).
Sebbene molti assoni sembrino proiettare dal AcbSh fino alle strttre più distali, il relativo
declino dell’abbondanza delle proiezioni a distanze crescenti dalla loro origine, sggerisce che
10
sottoinsiemi di neroni del Acb possano proiettare esclsivamente a determinate strttre
lngo il percorso (ham 2000).
Le efferenze del AcbC proiettano al pallido ventrale dorsolaterale, alla regione mediale del
ncleo sbtalamico e alla sbstantia nigra sia compacta che reticlata (Heimer 1991), tali
efferenze passano in piccoli fasci e non mostrano varicosità o collaterali tranne che nelle
immediate vicinanze delle strttre che innervano, a differenza delle efferenze del AcbSh, le
qali scorrono individalmente e sono pnteggiate per ttto il loro corso attraverso il
proencefalo, l’ipotalamo laterale e il tronco cerebrale, di varicosità assonali e brevi assoni
collaterali (Heimer 1991; ham 1990).
A livello celllare, in entrambe le aree sono principalmente presenti (95%) neroni spinosi
medi (MSNs) che agiscono s bersagli a valle tramite n rilascio GABAergico (Cassaday et al.,
2005), proiettando in maniera massiccia al pallido ventrale, alla sbstantia nigra e alla VA
(Chang & Kitai 1985; Kalivas et al., 1993). I neroni spinosi medi formano inoltre
interconnessioni GABAergiche fnzionali all’interno del Acb stesso (averna et al., 2004)
fornendo così n reciproco loop inibitorio al sistema mesolimbico (van Bockstaele & ickel
1995) e ricevono inpt gltamatergici dalle aree limbiche qali FC, ippocampo e amigdala
basolaterale (Brog et al., 2003; Sesack & Grace 2010). La restante componente celllare è
costitita da na sottopopolazione di circiti colinergici locali ed interneroni GABAergici
(Bennet & Bolam 1994; ho et al., 2002).
Da n pnto di vista fnzionale, il rolo di tale area è correlato al mantenimento delle fnzioni
comportamentali essenziali al fine di salvagardare la sopravvivenza dell’individo e della
specie; qeste fnzioni possono essere indicate sotto il nome di “motivazione” ovvero l’abilità,
esclsiva tra gli organismi viventi, di rispondere agli stimoli in relazione al bisogno individale
e avente il fine ltimo di preservare la specie (Di Chiara, 2002); è noto infatti che il Acb
rappresenta na delle principali strttre che presiedono ai meccanismi di
incentivo/ricompensa in risposta a stimoli novi (Rebec et al., 1997), edonici (Everitt 1990), e
forse stressanti o avversivi (Salamone 1994; Goeders & Gerin 1994).
Uno dei roli del Acb potrebbe essere qello di amentare la linea di base dell’attività
locomotoria drante la fase anticipatoria che precede la ricompensa attesa, agendo come
“base fnzionale” in grado di agevolare (od ostacolare) in risposta a stimoli avversivi
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l’attazione di azioni necessarie ad ottenere l’oggetto desiderato o al raggingimento di no
stato affettivo (ham 2000).
Data la sa composizione anatomica, è stato proposto (Mogenson 1987), e sccessivamente
elaborato (Everitt & Robbins 1992), il concetto secondo ci il Acb si comporta da sito di
integrazione di informazioni limbiche correlate alla memoria, alla motivazione e alla
generazione di comportamenti motori finalizzati (integrazione limbico-motoria) (Mogenson &
Yang 1991).
All’interno di tale modello, il nerotrasmettitore dopamina (DA) riveste n rolo crciale nella
modlazione del trasferimento dei segnali neronali e dnqe nell’attazione dei
comportamenti motivati (Cepeda & Levine 1998). La pathway DAergica mesolimbica (neroni
DAergici che dalla VA proiettano al Acb), svolge n rolo chiave nei processi nerocognitivi
alla base della gratificazione indotta da sostanze (Wise 2009); ttte le sostanze in grado di
determinare fenomeni di dipendenza, indcono n amento dei livelli di DA nel Acb (Koob
1992). Un rinforzo viene operativamente definito come n evento in grado di incrementare le
probabilità di na risposta sccessiva, e le sostanze d’abso sono considerate rinforzi molto
più forti rispetto a qelli natrali (ad esempio sesso e cibo) (Wightman & Robinson 2002).
Stdi di brain imaging condotti sgli essere mani, attraverso l’tilizzo della tomografia ad
emissione di positroni (E), hanno mostrato come nmerose sostanze qali gli stimolanti
(Volkow et al., 1999), la nicotina (Brody et al., 2009), l’alcool (Boilea 2003) e la cannabis
(Bossong 2009) amentano la DA nello striato ventrale e dorsale (ovvero dove si trova
localizzato il Acb) in maniera preferenziale nel AcbSh (Di Chiara & Imperato 1988),
condizione, qest’ltima, essenziale per la cascata di eventi che esita con l’instararsi della
dipendenza (addiction) in accordo con la teoria dell’apprendimento associativo (Di Chiara,
2002) secondo ci la stimolazione DAergica nel AcbSh sarebbe in grado di prodrre effetti
legati all’apprendimento associativo dello stimolo gratificante (Di Chiara and Imperato,
1988a), mentre la stimolazione DAergica nel AcbC sarebbe legata al comportamento motorio
legato allo stimolo stesso (Di Chiara et al., 1999).
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La pathway delle ERK
Le ERK (Etracelllar-signal Reglated Kinase) sono na sottofamiglia delle MAK (Mitogen-
activated protein kinase) (Derkinderen et al., 1999) caratterizzate dalla presenza di n
resido aminoacidico di hr-Gl-yr nel loop di attivazione e la ci attivazione necessita della
fosforilazione di entrambi i residi hr-yr (Giralt et al., 2007). La cascata chinasica che
clmina con la fosforilazione delle ERK è classicamente attivata da recettori ad attività
tirosin chinasica per i fattori di crescita, ma tale rolo pò essere svolto anche da recettori
tirosin chinasici per nerotrofine, indicati come recettori rks, da altri recettori associati a
proteine G (fra ci i recettori DAergici) e attraverso l’apertra dei canali al calcio con
consegenti amenti di calcio intracitoplasmatici.
Il legame del recettore tirosin-chinasico con l’opportno ligando provoca l’atofosforilazione
del recettore ed il so legame a proteine adattatrici come GRB2 o SOS. tto ciò condce
verso l’attivazione della proteina Ras (appartenente alla sperfamiglia di proteine ad attività
Gasica, che passa alternativamente da na forma attiva ad na inattiva). Qando si trova
nella sa forma inattiva, Ras lega il ganosin-difosfato (GD); dopo essere stata attivata, la
proteina Ras rilascia il GD per legare il ganosin-trifosfato (G). Qesto da inizio ad na
cascata di attivazione di chinasi localizzate più a valle, che esita in modificazioni
dell’espressione genica. Infatti nella forma attivata, Ras lega anche la proteina Raf,
sopratttto Raf-1 e B-Raf, (Kolch et al., 2005), la qale lega e fosforila MEK (ERK chinasi,
membro della famiglia delle MA chinasi) che a sa volta fosforila le ERK in residi di hr e
yr.
Le ERK trasferiscono il segnale al ncleo, originando na risposta celllare immediata o dando
logo a cambiamenti dratri. Infatti le ERK fosforilate (attive) si dissociano dalle MEK e
traslocano dal citoplasma al ncleo, qi regolano l’espressione genica fosforilando in Ser/hr,
sia in modo diretto che indiretto, fattori di trascrizione di geni precoci (Elk-1, cAM response
element binding protein (CREB), c-Myc) (Giralt et al., 2007).
La selettività e l’efficienza della reazione enzimatica sono garantite dalla presenza slle
MAK di determinati residi di attacco (docking sites) (oyssègr et al., 2002). Infatti
nmerose proteine presentano n resido di Ser-hr con ci le ERK potenzialmente
potrebbero interagire. Stdi in merito alla strttra tridimensionale delle ERK hanno
permesso di identificare n comne docking site, localizzato al lato opposto dell’avvallamento
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contenente il sito catalitico dell’enzima; in tal modo i sbstrati devono prima staccarsi dal sito
catalitico per essere fosforilati, indicando che l’associazione tra i siti chinasici e i docking
sites è altamente dinamica (anoe et al., 2001). er assolvere al loro rolo le ERK migrano nel
ncleo per diffsione passiva passando attraverso i pori della membrana ncleare come
monomeri o per mezzo di n meccanismo di trasporto attivo, in forma di dimeri (Adachi et al.,
1999). L’accmlo ncleare tttavia necessita dell’indzione, ERK-dipendente, della
trascrizione di particolari proteine di ancoraggio che impediscono alle ERK di diffondere
novamente nel citoplasma (Lenormand et al., 1993).
Le ERK grazie alla loro azione a livello citoplasmatico possono inflenzare le risposte
adattative a lngo termine anche attraverso altri meccanismi oltre a qelli della trascrizione
(Giralt et al., 2007). Il segnale mediato dalle ERK si spegne a segito dell’azione di specifiche
fosfatasi la ci azione è proprio qella di defosforilare le ERK attivate. Sono state
identificate otto differenti isoforme di ERK e fra qeste le ERK1 (p44) e le ERK2 (p42) che
sono le più stdiate e le più note. Nei neroni le ERK non sono localizzate solo a livello ncleare
ma sono distribite in ttta la cellla, dendriti e assoni inclsi (Fiore et al., 1993; Flood et al.,
1998), sono di fondamentale importanza nel controllo della crescita e della differenziazione
celllari e sono inoltre coinvolte nei meccanismi di plasticità (homas e Hganir, 2004;
Sweatt, 2004). Le ERK5 sono ampiamente espresse nel cervello e implicate nella
differenziazione corticale (Nishimoto & Nishida, 2006), mentre il rolo delle ERK3 e delle
ERK8 ad oggi non rislta ancora chiarito (Giralt et al., 2007).
Nonostante ERK1 e ERK2 abbiano circa il 90% di omologia nella seqenza aminoacidica,
sembrano comnqe avere differenti proprietà fnzionali (Vantaggiato et al., 2006;
Mazzcchelli et al., 2002).
Le ERK1 possono inibire il segnale delle ERK2 probabilmente tramite competizione per la
fosforilazione da parte delle MEK (Giralt et al., 2007). I topi knockot per le ERK1 sono
vitali, fertili e di taglia normale (agès et al., 1999) dimostrando cosi che le ERK2 possono
sopperire all’assenza delle ERK1. Viceversa, la rottra del locs per le ERK2 porta a precoce
letalità embrionale (oyssegr et al., 2002) evidenziando cosi che l’isoforma 2 ha na
rilevanza speriore rispetto all’isoforma 1.
La pathway delle ERK1/2 è importante nei processi di plasticità sinaptica (Sweatt, 2004), ossia
la capacità del sistema nervoso di adattarsi all’ambiente e di perfezionare il proprio
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rendimento in fnzione del tempo e dell’esperienza, definita anche come “la proprietà in virtù
della qale si osservano cambiamenti fnzionali in specifici sistemi neronali come
consegenza della presentazione di appropriati stimoli ambientali o combinazioni di qesti”
(Stdi slla degenerazione e rigenerazione del sistema nervoso centrale, 1914 Santiago Ramon
Y Cajal (etilla de Aragòn 1852 - Madrid 1934)).
L’attivazione delle ERK1/2 nei processi di plasticità sinaptica, passaggio indispensabile per i
processi di apprendimento e memoria, è stata evidenziata sia in vitro che in vivo attraverso
vari protocolli sperimentali che testano l’apprendimento dei mammiferi. ra qesti modelli
possono essere inclsi la conditioned taste aversion (CA) (Swank, 2000), la conditioned place
preference (C) (Gerdjikovet al., 2004) la conditioned fear (Schafe et al., 1999) e il Morris
water maze (Selcher et al., 1999).
Nelle cellle perenni del SNC, le ERK1/2 sono responsabili oltre che dell’adattamento celllare
e della plasticità coinvolta nei processi di apprendimento e memoria, nonché a livello
dell’ippocampo, dell’inserzione nelle sinapsi di recettori per il gltammato, nella regolazione
della dinamicità delle spine dendritiche (W et al., 2001; Goldin e Segal., 2003) e nella sintesi
di proteine dendritiche (h et al., 2002; Keller et al., 2004).
Nmerosi stdi spportano l’ipotesi secondo ci le ERK1/2 inflenzano l’adattamento celllare,
la plasticità morfologica, alcne performance comportamentali e la modlazione del tono
dell’more (h et al., 2002; Einat et al., 2003). Inoltre, le MAK, che sono attivate da stimoli
stressori, sono n link necessario per la Long-erm otentiation (L), na forma di plasticità
sinaptica chiamata “potenziamento a lngo termine” che si osserva a livello dell’ippocampo
(Atkins et al., 1998; hiels & Klann, 2001). La L descrive n potenziamento notevole e
dratro della trasmissione sinaptica che si instara dopo na breve e intensa stimolazione
presinaptica; mentre la memoria a lngo termine richiede novo mRNA e nove proteine, la
memoria a breve termine non sembra coinvolgere la sintesi di nove proteine poiché il
processo è insensibile all’inibizione dei meccanismi di trascrizione e trasdzione proteica.
oiché l’attività delle ERK1/2 è regolata dalla stimolazione dei recettori della DA e del
gltammato e poiché le ERK1/2 sono in grado di integrare segnali provenienti da molte vie di
secondi messaggeri, sembra che possano fnzionare da rilevatore di coincidenza tra la
gratificazione e le informazioni contestali nei processi di apprendimento (Giralt et al.,
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2007), attribendo in tal modo alle ERK1/2 la capacità di svolgere n rolo integrativo nello
svilppo della tossicodipendenza (Lee & Messing 2008).
Bersagli a valle delle ERK1/2 incldono fattori di trascrizione e geni immediati precoci che
svolgono n rolo nella mediazione della plasticità sinaptica farmaco-indotta, compresi la
chinasi ribosomiale S6 (RSK) e la chinasi mitogeno- e stress-stimolata 1 (MSK1). Qeste
chinasi a valle fosforilano e attivano la proteina CREB. Le ERK possono anche fosforilare
direttamente il fattore di trascrizione Elk-1. L’ attivazione di CREB e di Elk-1 pò portare alla
trascrizione dei geni immediati precoci c-fos e zif268, che sono indotti da varie sostanze
d’abso (Hyman et al., 2006).
ERK e ossicodipendenza (drg addiction)
Con il termine “drg addiction” si intende n distrbo cronico, caratterizzato da alterazioni
del comportamento, in ci la ricerca complsiva della sostanza svolge n rolo centrale, e il ci
rischio di ricadta persiste, in maniera importante, anche dopo anni di astinenza (Berke &
Himan 2000; Koob & Le Moal 2001; Nestler 2001). Lo svilppo della dipendenza comporta
cambiamenti patologici dei meccanismi celllari e molecolari che sottendono ai normali
fenomeni di apprendimento e memoria (Hyman 2005; Kelley 2004)
Una estesa meta-analisi genetica ha portato all’identificazione di alcne vie di segnale e geni
comni coinvolti nella “drg addiction”, sottolineando l’importanza delle protein-chinasi qali
componenti comni crciali all’interno di tale network molecolare (Li 2008). L’abso di
sostanze infatti, stimola vie di segnale che attivano protein-chinasi, portando ad na
alterazione della trascrizione genica e sintesi proteica, eventi che contribiscono alla
comparsa dei cambiamenti a lngo termine a livello di fnzionalità sinaptica e circiti
neronali, e che esitano in ltima analisi nell’instararsi della dipendenza (Lee & Messing
2008).
Le ERK1/2 sono tra le protein-chinasi meglio stdiate e che sembrano svolgere n rolo crciale
nella drg-addiction. È stato osservato, infatti, che la somministrazione di sostanze d’abso in
ratti e topi, pò attivare la ERK1/2 in molte delle aree target che costitiscono il sistema
DAergico mesolimbico, tra ci l’area ventrale del tegmento mesencefalico (VA), il Acb, la
FC, il ncleo del letto della stria terminalis (BSL) e l’amigdala (Valijent 2004; Everitt &
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Robbins 2005). Sebbene con leggere differenze relative alle cinetiche di attivazione, la
nicotina, la morfina, il Δ9-tetraidrocannabinolo (HC) e gli psicostimolanti attivano la
fosforilazione delle ERK1/2 nelle aree appartenenti al circito della gratificazione; inoltre, in
ttti i casi tale attivazione è bloccata dall’antagonista D1, SCH 23390 (Valijent et al., 2004);
anche la 3,4-metilenediossimetanfetamina (ecstasy) (Acqas et al., 2007; Salzmann et al.,
2003) e l’etanolo (Ibba et al., 2009) determinano na attivazione delle ERK1/2 nello striato
ventrale.
L’attivazione delle ERK1/2 indotta dai farmaci d’abso rislta inoltre essere fnzionalmente
rilevante, dato che il composto farmacologico SL327, che agisce inibendo le MEK e che
attraversa la barriera emato-encefalica (BEE), è in grado di prevenire l’espressione delle
proprietà di rinforzo indotte dalla cocaina (effetto valtato attraverso stdi di C) (Valijent
et al., 2000) o lo svilppo della sensibilizzazione motoria (Valijent et al., 2006a).
È stato inoltre osservato che la somministrazione locale nel AcbC di n altro inibitore delle
MEK, il D98059, sia prima che dopo le sessioni di training della C, è in grado di prevenire
l’espressione della preferenza spaziale indotta dall’amfetamina (Gerdjikov et al.; 2004). Le
ERK1/2 risltano anche coinvolte nei processi di riconsolidamento delle memorie associate alla
sostanza, dato che qeste vengono riattivate in segito all’esposizione diretta ad n contesto
associato al farmaco, e dato che l’inibizione delle MEK è in grado di cancellare la preferenza
spaziale precedentemente acqisita (Miller & Marshall 2005; Valijent et al 2006b).
L’attivazione striatale delle ERK1/2 coinvolge sia i recettori DAergici D1, sia qelli al gltamato
NMDA, dato che rislta preventa sia da antagonisti DAergici che gltamatergici (Valijent et
al., 2000; 2005), tttavia, soltanto n sottoinsieme di neroni nigrostriatali esprime recettori
D1 (Bertran-Gonzalez et al., 2008), pertanto, slla base di tale osservazione, è stato proposto
che la modalità di attivazione delle ERK1/2 possa dipendere dalla convergenza del segnale
DAergico e gltamatergico si MSNs, attribendo in tal modo alle ERK1/2 il rolo di “rilevatori
di coincidenza” in grado di individare il simltaneo arrivo delle informazioni contestali
codificate dagli inpt gltamatergici corticostriatali e talamostriatali, e l’erroneo segnale di
ricompensa positiva codificato dai neroni DAergici (Giralt 2007).
Sebbene le de isoforme ERK1 ed ERK2 abbiano na elevata omologia di seqenza, qeste
esercitano effetti fnzionalmente distinti (Vantaggiato 2002; Mazzcchelli et al.; 2002). E’
interessante notare che la fosforilazione della ERK2 indotta da farmaci d’abso rislta essere
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molto più consistente rispetto a qella della ERK1 (Valijent et al.; 2005); inoltre, in topi KO
per l’isoforma ERK1, è stato osservato che la rimozione di qest’ltima rislta in na
ipersensibilità alle proprietà di rinforzo della morfina e a qelle gratificanti e psicomotorie
della cocaina (Mazzcchelli et al., 2002; Fergson et al., 2006); inoltre è stato osservato n
incremento della plasticità sinaptica del tipo L nel AcbC, nell’ippocampo e nell’amigdala
basolaterale di topi KO per ERK1, effetto prevento dal trattamento con l’inibitore selettivo
delle MEK U0126 (Mazzcchelli et al., 2002). Nel complesso tali evidenze spportano la teoria
secondo la qale l’isoforma ERK2 sia qella dominante ed essenziale per i processi di plasticità
neronale e di adattamento comportamentale indotti dalle sostanze d’abso (Cahill et al.,
2014).
ERK e comportamenti correlati alla tossicodipendenza (addiction-related behavior)
Le ERK risltano essere implicate anche in nmerosi aspetti comportamentali caratteristici
dei modelli per lo stdio della tossicodipendenza, tra i qali la sensibilizzazione, la tolleranza,
l’astinenza e la ricadta (relapse) cosi come il desiderio complsivo di assnzione della
sostanza (drg craving).
La sensibilizzazione psicomotoria che si osserva come consegenza dell’assnzione acta o
cronica di farmaci d’abso, è associata ad n amento della gratificazione (Allen et al., 2007),
dei fenomeni di ricadta (De Vries 1998) e di assnzione della sostanza (Risinger et al., 1994)
nei roditori. L’importanza dell’attività delle ERK nell’espressione della sensibilizzazione
motoria è confermata da vari stdi presenti in letteratra secondo ci l‘inibitore delle MEK,
SL327, somministrato per via sistemica, previene l’iperlocomozione indotta dalla
somministrazione acta di cocaina (Valijent et al., 2006), amfetamina (Valijent et al., 2006) e
MDMA (Salzmann et al., 2003); la comparsa dell’iperlocomozione è preventa anche dal
pretrattamento intra-VA con SL327 in ratti ripettamente trattati con cocaina (ierce et
al., 1999), e dal pretrattamento sistemico con lo stesso inibitore in topi ripettamente
trattati con amfetamina (Valijent et al., 2005).
Le ERK risltano coinvolte anche nello svilppo della tolleranza agli effetti ipolocomotori
indotti dai cannabinoidi (Rbino et al., 2005). Nei topi è stato osservato infatti, che il
pretrattamento per via sistemica con SL327 non previene lo svilppo della ipolocomozione
indotta dalla somministrazione acta di HC, ma lo svilppo della tolleranza agli effetti
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ipolocomotori che compaiono come consegenza di somministrazioni ripette (Rbino et al.,
2005).
Il coinvolgimento delle ERK nello svilppo dei fenomeni di ricadta è stato caratterizzato
attraverso il modello sperimentale di ato-somministrazione (self-administration) segita da
na fase di astinenza; si è osservato infatti che la presentazione di stimoli precedentemente
associati a sostanze qali cocaina (L et al., 2005) o etanolo (Radwanska et al., 2008)
incrementa i livelli della forma fosforilata della ERK (pERK) nell’amigdala e che la
somministrazione di antagonisti NMDA ridce i livelli di pERK e il comportamento di ricerca
(drg-seeking), sggerendo dnqe che la pERK sia in grado di facilitare il comportamento di
ricerca della cocaina attraverso n meccanismo NMDA-dipendente (L et al., 2005; L et al.,
2007).
L’incbazione del drg-craving è n fenomeno in ci si osserva n amento, progressivo nel
tempo, del drg-seeking indotto da stimoli, drante la fase di astinenza (L et al., 2005). In
ratti sottoposti a sessioni ripette di self-administration drante le qali la cocaina risltava
associata a diversi stimoli, è stato osservato che la presentazione sccessiva di qesti ltimi
incrementa il comportamento di drg-seeking in maniera significativamente maggiore dopo 30
giorni di astinenza rispetto a qanto osservato a tempi più brevi (1-7 giorni di astinenza) (L
et al., 2005); tale incremento tempo-dipendente sembra essere associato ad n amento dei
livelli della pERK nell’amigdala centrale, cosi come di qelli del BDNF nella VA, nel Acb e
nell’amigdala (Grimm et al., 2003). La rilevanza dell’attività delle ERK nell’amigdala centrale
per lo svilppo del drg-seeking indotto da stimoli condizionati è confermata dal fatto che la
somministrazione locale dell’inibitore delle MEK, U0126, ridce in maniera significativa il
comportamento di ricerca drante l’astinenza da cocaina (L et al., 2005); tttavia è
importante sottolineare che l’attività di tali chinasi è specificamente rilevante per lo svilppo
del drg-seeking ma non per le risposte rinforzate in ci il comportamento operante
determina il raggingimento dello stimolo non condizionato. Infatti, l’infsione locale
dell’inibitore U0126 non ridce né la atosomministrazione di cocaina né, ad esempio, il
consmo di cibo appetibile (L et al., 2005).
L’attivazione delle ERK è necessaria anche per lo svilppo della C, na procedra di
condizionamento impiegata allo scopo di valtare le proprietà gratificanti delle sostanze. Il
pretrattamento per via sistemica con SL327, drante la fase di condizionamento (in ci gli
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animali vengono somministrati o con il farmaco in stdio o con il veicolo e sccessivamente
posti in determinati contesti ambientali all’interno dell’apparato di condizionamento) previene
lo svilppo della C indotta da cocaina (Valijent et al., 2000), HC (Valijent et al., 2001) ed
MDMA (Salzmann et al., 2003). Qest’ltima è preventa anche dal pretrattamento per via
locale (iniezione diretta nel AcbC) con n altro inibitore, il D98059 (Gerdjikov et al., 2004);
inoltre gli amenti dei livelli di fosforilazione di ERK, CREB ed Elk-1 nel Acb dei ratti che si
osservano nella C da cocaina, risltano attenati dalla somministrazione intra-VA di U0126
(Miller & Marshall 2005). Il fatto che l’infsione dell’inibitore U0126 nel AcbC
immediatamente dopo la fase di accertamento della preferenza spaziale spontanea (C
testing , giorno 1) prevenga la sccessiva fase di espressione (in ci all’animale è consentito di
scegliere tra i contesti farmaco- o veicolo-associato), sggerisce l’importanza dell’attività
delle ERK anche nel riconsolidamento della memoria (memory reconsolidation) (Miller &
Marshall 2005); l’inibizione delle MEK inflisce sl riconsolidamento della memoria della C di
diverse sostanze d’abso, come osservato infatti nel caso dell’MDMA, la ci C è preventa
dalla somministrazione intra-VA del D98059 (Mizogchi et al., 2004), o nel caso della
morfina, la riespressione della ci C rislta preventa dalla somministrazione sistemica di
SL327 (Valijent et al., 2006). Oltre al riconsolidamento di qesto tipo di memoria, l’attività
delle ERK è importante anche per altri tipi di memoria qali la “reconsolidation of aditory
fear conditioning” (Dvarci et al., 2005), e la “object recognition” (Kelly et al., 2003). ali
evidenze spportano dnqe l’importanza del coinvolgimento di qeste chinasi nella mediazione
delle proprietà gratificanti di oppiacei psicostimolanti, e cannabinoidi.
ERK e morfina
Il sistema oppioide endogeno rappresenta na delle principali strttre nerochimiche
coinvolte in differenti aspetti della drg addiction (rigo et al., 2010).
I recettori oppioidi sono accoppiati a proteina G (GCR) e i loro ligandi peptidici endogeni sono
largamente distribiti nel sistema nervoso centrale e nei tessti periferici. ale distribzione
è infatti correlata all’importante rolo che il sistema oppioide riveste nella gestione di
nmerose risposte fisiologiche (rigo et al., 2010) tra le qali la nocicezione, il comportamento
emotivo e l’apprendimento; inoltre la distribzione a livello della VA, dell’Acb, della FC,
dell’ipotalamo e dell’amigdala estesa (Mansor et al., 1995) ne garantisce il rolo nei processi
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di ricompensa e nella modlazione degli effetti comportamentali e nerochimici di molte
sostanze d’abso (Bodnar 2007). L’attivazione dei recettori oppioidergici modla inoltre molte
vie di segnale tra ci diverse cascate chinasiche tra le qali qelle contenenti la proteina
chinasi C (KC), la CaMII, la Akt (conoscita come KB) e la MAK.
Gli oppioidi esogeni, che vanno dai derivati oppioidi (es. morfina) agli analgesici oppiacei da
prescrizione (es. ossicodone) sono capaci di interagire con i recettori oppioidi presenti nel
corpo prodcendo effetti che vanno da qello terapetico a qello patologico (Shrman et al.,
2010). La morfina, agonista dei recettori μ, è n farmaco impiegato in qalità di potente
analgesico nella terapia palliativa del dolore profondo, sebbene sia dotata di n forte
potenziale tossicomanogeno. È noto infatti che la sa somministrazione stimola la trasmissione
DAergica mesolimbica (ontieri et al., 1995). Infatti attraverso l’attivazione dei recettori μ
della VA, si osserva na inibizione dell’attività GABAergica si neroni DAergici, la rimozione
di tale controllo rislta in n rilascio di DA nel Acb (Klitenick et al., 1992). E’ stato osservato
che l’infsione di morfina intra-VA indce na preferenza spaziale associata al farmaco e
che il pretrattamento con il naloone (2 mg/kg) è in grado di antagonizzare l’effetto di
rinforzo della morfina nella VA (hilips & Leiane 1980; Mamoon et al., 1995), spportando la
teoria secondo ci tale regione cerebrale rappresenta il principale target della morfina e che
le proiezioni DAergiche che originano nella VA e che raggingono l’Acb rappresentano il
percorso di gratificazione comne (Nestler 2005).
Come menzionato precedentemente, l’attivazione dei recettori oppioidergici determina la
fosforilazione (e dnqe attivazione) delle MAK, responsabili a loro volta dell’attivazione
delle ERK (Yoon & Seger 2006). L’attivazione delle ERK indotta dagli oppioidi, è stata
osservata per la prima volta in cellle trasfettate per l’espressione di recettori oppioidergici
(Li & Chang 1996; Fkda et al., 1996); così come in cellle SH-SY5Y di neroblastoma mano,
che esprimono spontaneamente recettori μ/δ, si è osservata na rapida e transitoria
attivazione delle ERK indotta da oppioidi (rapaidze et al., 2000). ali stdi in vitro hanno
anche permesso di dimostrare che il principale meccanismo alla base dell’attivazione delle ERK
mediata dagli oppioidi coinvolge l’attivazione della Ras (proteina ad attività Gasica)
attraverso il dimero Gβγ (Belcheva et al., 1998) associato all’attività di proteine Gi/o , sebbene
anche altri meccanismi qali la modlazione dei sistemi di segnale della KA e della KC
possano essere coinvolti (Lttrell & Lttrell 2003; Belcheva et al., 2005).
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La rilevanza fnzionale delle ERK nelle proprietà rinforzanti della morfina è stata messa in
lce attraverso stdi comportamentali di C; dal lavoro di Spina e colleghi (2010), in accordo
con altri dati presenti in letteratra circa l’importanza delle MEK (chinasi responsabile della
fosforilazione delle ERK) nello svilppo della C indotta da sostanze (Gerdjikov et al., 2004;
Salzmann et al., 2003; Valjent et al., 2000,2001), è emerso che la somministrazione
dell’inibitore delle MEK D98059, previene l’acqisizione della C da morfina (1 mg/kg) nel
ratto, in maniera tempo e dose dipendente (Spina et al., 2010).
ttavia, le discordanze rilevate da na attenta analisi della letteratra circa gli effetti acti
della morfina sll’attivazione delle ERK in diverse aree cerebrali, così come il rolo
dell’attivazione delle ERK nel Acb, sono, ad oggi, oggetto di stdio e alla base di diverse
reviews (Beninger & Gerdjikov, 2004; hai et al., 2008).
Sembra infatti che la somministrazione acta di morfina possa indrre, nei ratti e nei topi,
na opposta modlazione delle pERK sebbene le differenze della dose, del tempo trascorso
tra la somministrazione e il sacrificio e del ceppo impiegato, sggeriscono grande attenzione
nel confronto diretto di qesti stdi (Eitan et al., 2003; Li et al., 2007; Valjent et al., 2004).
È stato osservato che in topi C57BL/6J, la somministrazione di 10 mg/kg di morfina indce la
fosforilazione della ERK a livello della corteccia anteriore cingolata, di qella
somatosensoriale e del locs coerles (LC), parallelamente ad na osservata ridzione nel
Acb e nel ncleo dell’amigdala centrale (Eitan et al., 2003); di contro, Valjent e colleghi hanno
invece rilevato che in topi CD-1 la somministrazione di na dose di 5 mg/kg di morfina
determina n incremento dei livelli fosforilati delle ERK preferenzialmente a livello
dell’AcbSh, ma anche nel ncleo dell’amigdala centrale, nel BSL cosi come negli strati
profondi della FC (Valjent et al., 2004). ttavia come precisato in precedenza, la
comparazione tra qesti diversi stdi non pò considerarsi corretta, poiché la netta
differenza di dose impiegata (10 mg/kg vs 5 mg/kg) potrebbe essere alla base delle
differenze osservate, analogamente a qanto osservato anche per il HC (Valjent et al.,
2004); è dnqe possibile che la mancata fosforilazione della ERK nel Acb riscontrata da
Eitan e colleghi, sia in qalche modo ricondcibile ad n eventale effetto inibitorio (diretto o
indiretto) che elevate dosi di farmaco potrebbero esercitare slle ERK, e correlabili alle loro
proprietà sedative.
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Da stdi condotti s ratti Sprage-Dawley, emerge invece che la somministrazione acta di
morfina indce na ridzione dei livelli fosforilati di ERK a livello del Acb (Mller & Unterwald
2004) e che tale down-reglation pò essere preventa dal pretrattamento con l’antagonista µ
naltreone, attribendo così alla stimolazione di tali recettori il meccanismo primario
attraverso il qale la morfina determina le ridzioni osservate.
È da sottolineare inoltre l’importanza dell’attivazione delle ERK NMDA-mediata a livello
dell’amigdala centrale nelle proprietà gratificanti della morfina. È stato osservato infatti che
in ratti che esprimevano preferenza spaziale condizionata per la morfina, la somministrazione
di n inibitore delle MEK (U0126) parallelamente alla somministrazione di n antagonista dei
recettori NMDA (MK-801) è in grado non solo di prevenire la fosforilazione delle ERK
nell’amigdala centrale ma addirittra di annllare l’espressione della C (Li et al., 2011). È
emerso, di recente, che anche la formazione della memoria correlata agli oppiodi richiede
l’attivazione della ERK attraverso n processo D1-mediato a livello dell’amigdala basolaterale
(Lyons et al., 2013). Ad oggi, il meccanismo attraverso il qale gli oppioidi modlano la
fosforilazione delle ERK rimane da chiarire, cosi come rimane da definire il possibile
coinvolgimento delle ß-arrestine (Macey et al., 2006) e il differente rolo delle de isoforme
di ERK (Mazzcchelli et al., 2002). L’importante rolo delle β-arrestine negli effetti di
rinforzo della morfina è stato osservato attraverso stdi di C (Bohn et al., 2003). In topi
KO per la β-arrestina la morfina provoca maggior rinforzo ovvero na maggior sensibilità del
sistema DAergico (amento del rilascio di DA striatale) alla stimolazione del recettore μ
(Bohn et al., 2003). Inoltre, è stato visto che la morfina acqisisce la capacità di evocare la
fosforilazione delle ERK qando applicata a neroni transfettati con na forma di arrestina
che non richiede la fosforilazione recettoriale per l’attivazione (Macey et al., 2006). ali
stdi sggeriscono dnqe che la differente espressione delle β-arrestine cosi come il
differente grado delle loro attività di base (Haberstock-Debic et al., 2005; heng et al.,
2011) possano giocare n rolo critico nella capacità della morfina (e di altri agonisti oppioidi)
di modlare la fosforilazione delle ERK.
È altresì importante sottolineare che le de isoforme ERK1 ed ERK2 esercitano effetti
opposti slla plasticità sinaptica dello striato, cosi come emerso da stdi di L striato-
dipendente (Mazzcchelli et al., 2002). È stato osservato che in topi KO per l’ERK1, ,la
delezione di tale isoforma comporta n incremento del segnale D1-mediato, così come na
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amentata capacità della morfina di indrre C rispetto ai controlli, sggerendo così che
l’amentata plasticità sinaptica mediata dalle ERK2 possa avere delle consegenze critiche s
qei comportamenti che richiedono n efficiente network neronale striatale (Mazzcchelli
et al., 2002; Fergson et al., 2006).
ERK ed etanolo
L’etanolo, principale componente delle bevande alcoliche, è na piccola molecola idrosolbile e
psicoattiva, la ci assnzione a dosi elevate e per periodi prolngati, determina l’insorgenza di
patologie a carico di diversi organi vitali (principalmente il fegato) e sistemi tra i qali il
sistema nervoso e qelli gastrointestinale e cardiovascolare, e rislta associata, in ltima
analisi, ad n amentato rischio di morte sopratttto per malattie epatiche, cardiovascolari e
cancro (Møller & Anderson 2012).
L’assnzione complsiva di etanolo (alcolismo), è na condizione neroadattativa progressiva e
complessa che vede il chiaro coinvolgimento di fattori genetici (alcool deidrogenasi 1B ADH1B
ed aldeide deidrogenasi 2 ADH2 (Edenberg & Forod 2013)) alla base del so svilppo,
sebbene l’esposizione prolngata alla sostanza sia na pre-condizione necessaria per
l’insorgenza del distrbo (Ciccocioppo 2013).
È stato osservato che alcni degli effetti a rapida insorgenza dell’etanolo, risltano essere
mediati dall’azione diretta si canali ionici (Harris et al., 2008); evidenze sperimentali
identificano i recettori canale ligando-dipendenti (LGICs) (GABAA, recettori NMDA,
recettore per la glicina, recettori colinergici nicotinici, recettori serotoninergici) come i
principali responsabili degli effetti osservabili in condizioni di intossicazione da etanolo
(concentrazione di etanolo 10-25 mM) ovvero eforia e disinibizione (Howard et al., 2014).
ttavia, per ciò che rigarda gli effetti comportamentali, probabilmente la più rilevante delle
azioni neronali dell’etanolo si canali ionici rigarda l’inibizione dei recettori NMDA e la
valorizzazione dell’attività inibitoria dei recettori GABAA e di qelli per la glicina (Harris et
al., 2008). È noto inoltre che l’assnzione acta di etanolo indce anche adattamenti a lenta
insorgenza, i qali coinvolgono la fosforilazione delle LGICs, l’interazione tra proteine
messaggere intracelllari, cosi come alterazioni a livello di proteine canale (erkins et al.,
2012; Ron & Messing 2013); l’assnzione cronica di etanolo è invece responsabile di
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modificazioni a lngo termine nell’espressione genica cerebrale, le qali risltano organizzate
in modli definiti di geni correlati specifici sia per regione cerebrale che per tipo celllare
(onomarev et al., 2012). ra i possibili meccanismi dell’etanolo si annovera anche la sa azione
sl sistema oppioide endogeno. Gli oppioidi, attivano i neroni DAergici della VA tramite
l’inibizione dell’attività degli interneroni GABAergici con consegente liberazione dei neroni
DAergici dal controllo inibitorio (Nicoll et al.,1980). L’etanolo amenta il rilascio di peptidi
oppioidi a livello cerebrale; il fatto che il potenziamento del firing dei neroni DAergici della
VA indotto dall’etanolo possa essere bloccato dal naloone (μ-antagonista), così come il
silenziamento degli interneroni GABA ottento dopo somministrazione di DAMGO (μ-
agonista) esiti in n eccitamento del firing dei neroni DAergici, offre na spiegazione al
meccanismo tramite il qale l’etanolo indce l’attivazione del sistema DAergici mesolimbico, e
chiarisce anche il fondamento sl qale si basa l’tilizzo degli antagonisti oppioidi nel
trattamento dell’alcolismo (Weinrieb & O’Brien 1997).
Il consmo di etanolo indce molteplici effetti sia farmacologici che comportamentali
proporzionalmente alla qantità assnta; è noto infatti che basse dosi indcono risposte
gstative appetitive che migliorano il gsto delle sostanze (qali vino o birra) (Lemon et al.,
2004), oltre a provocare n miglioramento dello stato d’animo e na ridzione dell’ansia. Il
consmo di dosi più elevate in brevi periodi di tempo prodce invece sedazione, incordinazione
motoria, ipotermia e confsione fino ad arrivare, con dosi ancor più elevate, a coma o morte
per depressione respiratoria (Vonghia et al., 2008).
L’etanolo è in grado di modificare le concentrazioni dei nerotrasmettitori cerebrali. E’ stato
osservato infatti che variazioni dei livelli di DA, serotonina, GABA, peptidi oppioidi endogeni e
noradrenalina risltano essere associati all’attivazione di aree appartenenti al circito
cerebrale di ricompensa, e si ritiene che proprio tale capacità sia alla base dell’effetto di
rinforzo del consmo di etanolo nei ratti (De Witte 1996).
L’assnzione di etanolo incrementa la trasmissione DAergica nella AcbSh (Di Chiara 1997),
attraverso n meccanismo di disinibizione del controllo GABAergico si neroni DAergici
localizzati nella VA (Brodie & Appel 1998), tttavia, sono le azioni additive esercitate
sll’integrazione del segnale gltammato-DA a livello dei MSNs (i qali alterano la sensibilità
recettoriale indcendo desensitizzazione o dimerizzazione ad esempio) dell’Acb, i fattori
responsabili della risposta individale all’etanolo (abakoff & Hoffman 2013). La DA modla la
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depressione a lngo termine e il potenziamento a livello delle sinapsi gltammatergiche
corticostriatali: stdi presenti in letteratra individano nella regolazione della plasticità
della trasmissione corticostriatale il meccanismo centrale dell’apprendimento regolato dalla
DA (dopamine-controlled learning) (Reynolds & Wickens 2002). ale meccanismo comporta
alterazioni biochimiche nei neroni in ci sia gli inpt di DA che qelli di gltammato risltano
attivati (MSNs); in tal senso, l’attivazione della pathway delle ERK svolge n rolo chiave
poiché dipende sia dai recettori al gltammato che da qelli DAergici e costitisce no dei
pnti focali della plasticità striatale e dei comportamenti adattativi in risposta alle sostanze
d’abso (Giralt et al., 2007). È stato osservato, nei ratti, che 15 minti dopo la
somministrazione di na dose di 1 g/kg di etanolo per via intragastrica o intraperitoneale, la
fosforilazione neronale della ERK nei nclei dell’amigdala estesa (Ibba et al., 2009; horsell
et al., 2013) tra ci l’Acb, il BSL e il ncleo dell’amigdala centrale rislta incrementata; tale
attivazione inoltre è preventa dal pretrattamento con l’antagonista D1 SCH39166
somministrato 10 minti prima dell’etanolo. A qesta stessa dose l’etanolo è inoltre in grado di
indrre na significativa C per il compartimento associato al farmaco, preventa anche in
qesto caso dal pretrattamento con l’inibitore D1SCH39166 (Spina et al., 2010).
Il fatto che l’incremento dei livelli di ERK fosforilata dopo somministrazione di etanolo
persiste per n lngo periodo (60-90’) nell’amigdala rispetto al Acb, sggerisce l’importanza di
tale chinasi anche nell’espressione delle proprietà ansiolitiche dell’etanolo (andey et al.,
2008); è stato infatti osservato che la compromissione della fnzione del CREB a livello
dell’amigdala potrebbe essere responsabile della generazione di no “stato d’ansia” tale da
indrre il comportamento di bevta (andey et al., 2003; 2006).
È inoltre interessante considerare che la somministrazione acta di elevate dosi di etanolo
(2.5-4.5 g/kg), diversamente da qanto osservato per le dosi gratificanti (1.0-1.5 g/kg),
determina na ridzione della fosforilazione della ERK nei ratti (Sanna et al., 2002), evento
che potrebbe essere correlato agli effetti avversivi dell’etanolo in dosi elevate (Anderson et
al., 2010), i qali limiterebbero il consmo di etanolo nei bevitori non dipendenti.
L’evolzione dall’tilizzo ricreazionale dell’etanolo alla dipendenza è associata alla comparsa di
condizioni motivazionali negative che promovono l’assnzione eccessiva (Gilpin & Koob 2008).
È stato osservato che l’esposizione cronica (14 giorni) a vapori di etanolo ridce i livelli di
pERK valtati al termine del periodo di esposizione, in nmerose regioni cerebrali inclso l’Acb
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(Gilpin et al., 2008); di contro, si osserva n incremento dei livelli di pERK dopo 7-13h di
astinenza da tale regime a livello dell’amigdala, parallelamente ad na ridzione dei livelli
ematici di etanolo (Edwards et al., 2012). Qesti neroadattamenti sggeriscono l’importanza
del segnale ERK nella mediazione della plasticità indotta dall’astinenza in agginta agli effetti
prodotti dall’assnzione, inoltre, l’osservato amento dei livelli di pERK indotto dall’astinenza
rislta in accordo con le teorie slla drg addiction (Koob & LeMoal 2008), per ci viene
ipotizzato il coinvolgimento dei sistemi di stress cerebrali drante l’astinenza che fa segito
ad na eccessiva esposizione.
La fosforilazione delle ERK rislta inoltre attivata, a livello dell’amigdala basolaterale
(Radwanska et al., 2008) e dell’AcbSh, anche a segito del ripristino del comportamento di
ricerca dell’etanolo (reinstatement of ethanol seeking) indotto da stimoli; è interessante
notare che in entrambe le regioni cerebrali tale attivazione è dipendente dall’attivazione del
recettore metabotropico per il gltammato mGLUR5 (Schroeder et al., 2008; Sinclair et al.,
2012), sggerendo dnqe che l’eccessiva attivazione delle ERK possa corrispondere ad na
potenziata trasmissione gltammatergica sia in condizioni di dipendenza che di ricadta (Ron
et al., 2004; Chandler et al., 2006).
ERK e cocaina
La caratteristica comne ai farmaci psicostimolanti è qella di interagire con il trasportatore
della DA (DA), che si trova slla membrana plasmatica dei neroni DAergici, dove agisce
interrompendo la trasmissione del segnale mediato dalla DA liberata per esocitosi,
ricaptandola e ridcendone dnqe la concentrazione nello spazio etracelllare; l’aspetto
principale di qesti farmaci è infatti qello di indrre, nei roditori, n rilascio di DA nel
sistema mesolimbico (Di Chiara & Imperato 1988; ontieri et al., 1995; Di Chiara et al., 2004)
e l’espressione genica in alcne strttre cerebrali (Hope et al., 1992). La cocaina agisce
bloccando l’azione del DA impedendo la ricaptazione del nerotrasmettitore dallo spazio
sinaptico; i soi effetti comportamentali sono principalmente mediati dall’interazione con le
aree di proiezione del sistema mesolimbico che origina nella VA, comprendendo la FC, il
Acb, l’amigdala e il BSL (Everitt & Wolf 2002; Wise 2004).
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La dipendenza da cocaina è tipicamente caratterizzata da n comportamento d’assnzione
complsivo e da n elevato tasso di ricadta (Kalivas & Volkow 2005). Nmerosi stdi presenti
in letteratra spportano l’ipotesi secondo ci la dipendenza da cocaina abbia alla sa base
adattamenti, indotti dal farmaco, dei meccanismi neronali che sottendono ai normali processi
di apprendimento e memoria, che casano ipersensibilità agli stimoli associati alla sostanza,
decisioni implsive e l’acqisizione di abitdini anormali che non tengono conto delle
consegenze avverse (Kalivas & Volkow 2005; Di Chiara 1998; Jentsch & aylor 1999; Everitt
& Wolf 2002; Hyman et al., 2006). ale ipotesi ha condotto gli stdiosi ad approfondire il
rolo delle molecole coinvolte nella plasticità sinaptica dei processi di apprendimento e
memoria nella dipendenza da cocaina (Hyman et al., 2006), tra le qali le ERK (Berman & Ddai
2004).
I meccanismi a monte dell’attivazione delle ERK indotta dalla cocaina, vedono il coinvolgimento
dei recettori NMDA e di qelli DAergici D1 e potenzialmente la KA (rotein kinase A) e la
DAR-32 (Dopamine-and-cAM-reglated neronal phosphoprotein); è stato osservato
infatti che la somministrazione di antagonisti NMDA blocca la fosforilazione della ERK nel
Acb e nello striato dorsale (Jenab et al., 2005; Vajent et al., 2005), cosi come la
somministrazione di antagonisti D1, dato qest’ltimo, confermato anche mediante l’tilizzo di
topi KO per tali recettori (hang et al., 2004).
È stato inoltre osservato che in topi KO per la DAR-32, l’attivazione della pERK nello
striato dorsale e nell’accmbens rislta diminita (Valjent 2005), e considerato che la DAR-
32 rislta attivata dalla KA, è ragionevole ipotizzare che l’attivazione a monte della pathway
della KA D1-mediata e indotta dalla cocaina, coinvolga l’attivazione della pERK indotta dalla
cocaina.
A valle, la fosforilazione delle ERK indotta dalla cocaina, innesca l’attivazione della MSK1 nello
striato dorsale e nel Acb, e dnqe indirettamente il fattore CREB (direttamente attivato da
MSK1), oltre all’attivazione del fattore Elk-1 e l’amento dell’espressione di Fos e if268
(Valjent et al., 2000; Brami-Cherrier et al., 2005).
Evidenze sperimentali attribiscono all’attivazione delle ERK nella VA, n importante rolo
nello svilppo della sensibilizzazione psicomotoria indotta dalla cocaina (Vanderschren &
Kalivas 2000; Vezina 2004). È stato osservato che la somministrazione intra-VA del
D98059 prima della somministrazione giornaliera (drante la fase di svilppo della
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sensibilizzazione) è in grado di attenare l’espressione della sensibilizzazione psicomotoria
drante il test esegito a 14 giorni dalla sospensione della somministrazione (ierce et al.,
1999); anche la somministrazione sistemica di SL327 prima dell’infsione giornaliera di
cocaina (drante la fase di svilppo) previene l’espressione della sensibilizzazione
psicomotoria drante il test esegito a 11-14 giorni di astinenza (Valjent et al., 2006;
Fergson et al., 2006). L’infsione di tale inibitore, inoltre, è in grado di prevenire anche la
sccessiva espressione delle risposte locomotorie condizionate a contesti associati al farmaco
(Valjent et al., 2000). ttavia, è stato osservato che in topi sensibilizzati alla cocaina, il
pretrattamento acto con SL327 non altera l’espressione della sensibilizzazione locomotoria,
indicando dnqe che gli effetti sedativi non specifici di tali inibitori non risltano essere alla
base dei loro effetti slla sensibilizzazione psicomotoria (L et al., 2006).
Il rolo delle ERK nelle proprietà gratificanti della cocaina è stato valtato mediante l’tilizzo
di procedre di C e l’attivazione delle ERK a livello del Acb sembra svolgere de distinti
compiti. Infatti, drante la fase di training media il consolidamento dell’associazione tra gli
effetti incondizionati del farmaco e il contesto ad esso associato, mentre drante la fase di
test media l’espressione acta delle risposte condizionate allo stimolo (Valjent et al., 2000). È
stato osservato che la somministrazione di SL327 prima della fase di training della C da
cocaina è in grado di prevenire l’espressione di tale preferenza spaziale, ma anche che la sola
somministrazione di SL327 non indce avversione spaziale condizionata (CA), sggerendo
dnqe che il blocco dell’espressione della preferenza non è dato dalla somma degli effetti
indipendenti della cocaina (gratificazione) e dell’ inibitore SL327 (avversione) (Valjent et al.,
2000).
È stato osservato inoltre che l’esposizione ad n contesto associato al farmaco drante la
fase di test, amenta il livello della fosforilazione delle ERK nel AcbC ma non nel AcbSh, e che
l’infsione intra-AcbC dell’inibitore UO126 è in grado di bloccare sia la fosforilazione delle
ERK che l’espressione della C da cocaina nel ratto (Miller & Marshall 2005). A spporto di
tali evidenze anche lo stdio di Valjent et al., (2006), secondo ci l’espressione della C
indotta da cocaina, nei topi, rislta correlata ad na amentata fosforilazione delle ERK nel
Acb e nello striato dorsale (Valjent et al., 2006).
È inoltre importante considerare che il rolo delle ERK negli effetti comportamentali della
cocaina, coinvolge de differenti meccanismi, distinti tra loro per il percorso temporale; no,
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infatti, implica alterazioni a lngo termine della plasticità sinaptica come risltato di na
ripetta esposizione al farmaco (probabilmente media la sensibilizzazione psicomotoria, il
consolidamento e riconsolidamento della memoria associata a stimoli, così come l’incbazione
del craving correlato al BDNF); l’altro invece rislta coinvolto dell’indzione dell’eccitabilità
neronale e della trasmissione sinaptica, responsabile degli effetti comportamentali acti
della cocaina nell’arco di breve tempo (minti) (L et al., 2006).
Stdi presenti in letteratra attribiscono alle ERK la capacità di incrementare l’eccitabilità
attraverso de differenti meccanismi, il primo che coinvolge l’inattivazione ERK-mediata dei
canali al K+ voltaggio dipendenti, e che esita in na depolarizzazione della membrana (Yan et
al., 2002), fenomeno qest’ltimo, che rende i neroni maggiormente responsivi agli stimoli
esterni (ad esempio la cocaina); il secondo prevede n potenziamento ERK-mediato della
nerotrasmissione eccitatoria attraverso l’inserimento di recettori AMA nella membrana
(Qin et al., 2005), risltando dnqe in n incremento acto della trasmissione sinaptica.
Selezione genetica e drg addiction
La transizione dall’tilizzo occasionale di sostanze d’abso a qello incontrollabile è na
condizione strettamente dipendente dalla variabilità individale, infatti solo il 15-20% dei
soggetti esposti alle sostanze d’abso ne diventa dipendente (Anthony et al., 1994). È noto
infatti che tale variazione fenotipica rislta essere fortemente inflenzata da differenze nei
singoli genotipi e dalle interferenze tra qesti e le diverse condizioni ambientali (Reich et al,
1999; Vanykov & arter, 2000; Uhl et al, 2002). I tratti della personalità e del
temperamento qali la disinibizione e l’implsività così come la ricerca della novità, dipendono
da fattori genetici, oltre ad essere stati identificati qali “fattori di vlnerabilità” nei
distrbi da tilizzo di sostanze (Ebstein et al, 2000; Verhel & van den Brink, 2000; Helms
et al, 2001). ali osservazioni hanno indirizzato gli stdiosi verso l’impiego di na vasta gamma
di ceppi inbred e di linee di roditori qali modelli validi per lo stdio delle differenze,
geneticamente determinate, negli aspetti nerochimici e comportamentali caratteristici della
dipendenza (Kosten et al, 1997; Crabbe 2002; Fernández-erel et al, 2002; McClng &
Nestler, 2003; Deiana et al, 2007).
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Ratti Sardinian alcohol-preferring (s) e –non-preferring (sN)
I Sardinian alcohol-preferring (s) e –non-preferring (sN) rappresentano na delle coppie di
ratti geneticamente selezionate per gli alti vs bassi livelli di preferenza e consmo di etanolo.
I ratti s infatti, soddisfano la maggior parte dei criteri fondamentali richiesti per n
adegato modello animale di alcolismo, poiché in grado di consmare volontariamente qantità
di etanolo (assnzione qotidiana 6 g/kg) sfficienti da permettere il raggingimento di
significativi livelli ematici e prodrre effetti psicofarmacologici tra ci ansiolisi e
stimolazione motoria; sono inoltre disposti a svolgere n certo grado di “lavoro” (es. premere
na leva o sperare degli ostacoli) per ottenere l’accesso all’etanolo. Infine l’assnzione
cronica nei ratti s porta a no svilppo della tolleranza verso specifici effetti dell’etanolo
(principalmente l’incordinazione motoria) e a n comportamento di ricadta dopo deprivazione
(alcohol deprivation effect). Di contro nei ratti sN si osserva n qasi totale evitamento
dell’etanolo (assnzione qotidiana 0.5 g/kg) che rislta resistente anche a manipolazioni
ambientali qali l’esposizione a lngo termine ad na solzione di etanolo addizionata a
saccarosio (Brnetti et al., 2003).
Qando sottoposti ad n regime contino (24h/giorno) di libera scelta tra na solzione di
etanolo (10% v/v) e na di acqa (two-bottle choice) i ratti s assmono na elevata qantità
di etanolo fin dai primi periodi dell’esposizione; già dal primo giorno infatti il consmo
qotidiano ammonta a 3-4 g/kg (indicativo dell’immediata acqisizione degli effetti
psicofarmacologici dell’etanolo e qindi di n amento dei soi livelli ematici (BELs)) fino ad
arrivare in pochi giorni a 6-7 g/kg, valore qest’ltimo che rimane costante per lnghi periodi
(Serra et al., 2003) consegenza probabile di n consolidamento nella regolazione
dell’assnzione (Colombo et al., 2006). È stato osservato che, coerentemente con le abitdini
nottrne dei roditori, circa l’80% dell’assnzione dei liqidi, inclso l’etanolo, si verifica
nell’arco delle 12 ore nottrne del ciclo lce/bio, e rislta ripartita in circa 3-4 episodi
distinti (Agabio et al., 1996); tale distribzione temporale potrebbe essere attribibile alla
capacità dei ratti s di regolare la dose e il tempo di assnzione in fnzione degli specifici
effetti farmacologici percepiti (Colombo et al., 2006). È interessante notare che qando la
concentrazione di etanolo viene amentata dal 7% al 40% il consmo qotidiano crolla
progressivamente, mantenendo però stabile e regolare l’assnzione di circa 6 g/kg (Lobina et
al., 1997), sggerendo l’esistenza di n meccanismo centrale in grado di promovere (effetti
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psicofarmacologici positivi) ma di limitare (effetti avversivi associati ad elevate dosi) il
comportamento di bevta nei ratti s.
La perdita di controllo nell’assnzione, e gli elevati tassi di ricadta rivestono gli aspetti più
rilevanti (Morse & Flavin 1992) nonché qelli più critici (McBride et al., 2002) nel trattamento
dell’alcolismo; episodi di assnzione “controllata” alternati a periodi di grave abso,
rappresentano infatti il percorso comne alla gran parte degli alcolisti (Schckit 1995).
L’effetto di deprivazione da alcol (alcohol deprivation effect, ADE), ovvero l’incremento
temporaneo nell’assnzione che fa segito ad n periodo di astinenza, e che si osserva in molte
specie animali, riprodce il comportamento di assnzione incontrollato e complsivo
caratteristico degli episodi di ricadta nei soggetti alcolisti (McBride et al., 2002; Boening et
al., 2001). È stato osservato che nei ratti s l’effetto di deprivazione che si osserva dopo 3, 7,
15 e 30 giorni ma non dopo 1, 90 e 180 giorni (Agabio et al., 2000a) ha na drata limitata nel
tempo alla prima ora di ri-esposizione e non rislta amentato in segito a deprivazioni
ripette (Serra et al., 2003). È anche interessante notare che qando posti davanti alla
possibilità di scegliere tra tre differenti solzioni di etanolo (10%, 20%, 30%), i ratti
deprivati consmano maggiori qantità di solzioni ad elevata concentrazione (20% e 30%)
rispetto alla controparte non deprivata che invece le consma ttte in egal misra (Serra et
al., 2003). Un altro aspetto di grande rilevanza nello svilppo dell’alcolismo è inoltre l’impiego
dell’etanolo qale strategia di “ato-medicazione” per l’attenazione dei sintomi dell’ansia
(Goodwin et al., 2004). È stato osservato che qando testati attraverso l’elevated pls maze
test (modello sperimentale di ansia basato slla gistapposizione tra propensione dell'animale
a esplorare n ambiente novo (braccio aperto) anche se scomodo, oppre soggiornare in n
ambiente sicro e protetto (braccio chiso)), i ratti s naive manifestano nmerosi
comportamenti associati all’ansia, che non si osservano né nella controparte sN, né in ratti s
che hanno avto accesso all’etanolo in regime di libera scelta (two-bottle choice per 14 giorni
consectivi) (Colombo et al., 1995), attribendo così all’etanolo la capacità di esercitare n
effetto ansiolitico tale da revertire il, geneticamente determinato, grado d’ansia innato
caratteristico dei ratti s (Colombo et al., 1995). I ratti s precedentemente abitati al
consmo di etanolo (alcohol eperienced rats) mostrano inoltre n’intensa attività locomotoria
rispetto agli s naive (Colombo et al., 1998), indice qesto che riflette le proprietà
gratificanti e di rinforzo dell’etanolo (Wise & Bozarth 1987) e che si osserva anche in altre
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linee geneticamente selezionate (AA (äivärinta & Korpi 1993) e  (Bell et al. 2002)) per gli
alti livelli di preferenza e consmo di etanolo. L’assnzione cronica nei ratti s favorisce
inoltre l’insorgenza di fenomeni di tolleranza a determinati effetti (qali l’incordinazione
motoria) che si manifestano dopo 90 ma non dopo 30 giorni in regime di libero accesso
all’etanolo.
Infine, il fatto che alcni farmaci capaci di ridrre il consmo di bevande alcoliche nell’omo
siano risltati efficaci in tal senso anche nei ratti s, fa di qesti ltimi n modello animale
dotato anche di validità predittiva per l’identificazione di novi potenziali terapie
farmacologiche per il trattamento dell’alcolismo.
Ratti Roman High-(RHA) e Low-(RLA) avoidance
I Roman high- (RHA) e low-avoidance (RLA) costitiscono de linee di ratti selezionati per la
rapida vs scarsa acqisizione dell’evitamento attivo valtato attraverso il paradigma della
“two-way active avoidance” (Driscoll & Battig 1982). ale modello impiegato qale indice di
apprendimento e mantenimento della memoria, è basato s n processo di integrazione tra le
informazioni cognitive già in possesso e qelle in entrata e che porta alla generazione di na
adegata risposta comportamentale, ovvero na strategia di “fronteggiamento” (coping
strategy). Attraverso tale processo di selezione è stato possibile ottenere de fenotipi ben
caratterizzati che differiscono drasticamente nella risposta a stimoli avversi e gratificanti
(D’Angio et al., 1988; Ferre´ et al., 1995; Fernandez-erel et al., 2002a, 2002b; Giorgi et al.,
2003) nonché nella sscettibilità agli effetti acti di sostanze d’abso sl comportamento
motorio e slla trasmissione DAergica mesotelencefalica (Giorgi et al., 1997, 2005b; Lecca et
al. 2004; iras et al., 2003). È stato osservato infatti che qando testati con il sddetto
paradigma, i ratti RHA mostrano nella prima sessione di 40 trial, na media di circa 25
evitamenti, contrariamente a qanto osservato nei ratti RLA che rispondono con na media di
circa 1 evitamento (Giorgi et al., 2005b). Le ragioni della rapida acqisizione osservata negli
RHA rispetto alla controparte sono strettamente dipendenti da fattori emotivi (Fernandez-
erel et al., 1991; Escorihela et al., 1995); la linea ad alto evitamento si mostra infatti
emotivamente meno reattiva ed affronta attivamente il test rispetto alla linea RLA che
affronta passivamente la sessione manifestando comportamenti di immobilità (freezing). Le
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de linee differiscono non solo sotto il profilo comportamentale ma anche dal pnto di vista
neroendocrino/nerochimico; qando esposti ad n novo ambiente (o ad altri fattori di
stress) i ratti RLA esibiscono risposte emotivamente più marcate qali maggiore attività di
defecazione, immobilità e “ato-toelettatra” (self-grooming) oltre ad na relativamente
maggiore attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-srrene (HA) e sopratttto più elevati livelli
di prolattina nel plasma rispetto alla controparte RHA (Driscoll et al., 1990; Gentsch et al.,
1982; Ferrè et al., 1995). È stato osservato infatti che nei ratti RHA a ci viene data la
possibilità di esplorare attivamente l’ambiente e dnqe di “controllare” la risposta emotiva, i
livelli di prolattina indotta da stress si ridcono rapidamente, evento che, seppr nelle
medesime condizioni, non si osserva nei ratti RLA (Driscoll et al., 1998). Evidenze sperimentali
riconoscono nella linea RHA n valido modello per lo stdio delle basi neronali che
caratterizzano il comportamento di ricerca della sensazione/novità (novelty-seeking), aspetto
qest’ltimo criticamente coinvolto anche nel rischio di svilppo della dipendenza da sostanze.
Qando testati mediante l’hole board test, i ratti RHA manifestano n comportamento
esplorativo maggiore rispetto agli RLA (Escorihela et al., 1999, Fernandez-erel et al.,
2002), sebbene mostrino anche na maggiore implsività, segno dell’incapacità di inibire i
comportamenti irrilevanti (eier et al., 1978).
Le linee Roman si distingono tra loro anche per le differenti reazioni comportamentali e
nerochimiche in risposta a varie sostanze d’abso. Stdi di microdialisi cerebrale hanno
dimostrato che la somministrazione acta di morfina (0.5 mg/kg) (Lecca et al., 2004), cocaina
(5 mg/kg) e amfetamina (0.15 mg/kg) (Lecca et al., 2004) determina n incremento della
trasmissione DAergica preferenzialmente nel AcbSh, pittosto che nel AcbC, dei ratti RHA,
mentre nessna differenza è stata osservata tra le sbregioni dell’Acb dei ratti RLA, inoltre
l’intensità del rilascio DAergico nel AcbC degli RHA non è risltata statisticamente
differente da qella rilevata in entrambi i compartimenti dell’Acb della controparte RLA
(Lecca et al., 2004; Giorgi et al., 2005b). Il fatto che l’AcbSh degli RHA si mostri
maggiormente responsiva, rispetto all’AcbC, alla somministrazione acta di morfina, cocaina ed
amfetamina rislta inoltre in linea con lo stdio di ontieri e colleghi, secondo ci oppiacei e
psicostimolanti, alla stessa dose alla qale viene mantento n regime di
atosomministrazione, sarebbero in grado di determinare n maggiore rilascio di DA nell’
AcbSh rispetto all’AcbC (ontieri et al., 1995). Coerentemente con il rolo critico svolto
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dall’AcbSh nella stimolazione motoria indotta da sostanze d’abso, è stato osservato che
l’attivazione motoria promossa da basse dosi di morfina e di psicostimolanti nei ratti RHA è
associata ad n rilascio di DA preferenziale nel AcbSh rispetto all’AcbC, contrariamente a
qanto osservato nei ratti RLA, dove il mancato rilascio preferenziale nel AcbSh è associato
ad na risposta motoria debole alla cocaina e ad n non significativo cambiamento nella attività
motoria spontanea in risposta alla somministrazione sistemica di morfina e amfetamina (Lecca
et al., 2004; Giorgi et al., 2005b).
ertanto alla lce delle differenze riscontrate tra le de linee circa la responsività della
trasmissione DAergica alle sostanze d’abso, è plasibile pensare che i ratti Roman
differiscano per le proprietà fnzionali dei circiti neronali di reward. Qando testati
mediante il paradigma del two-bottle choice (etanolo/acqa), i ratti RHA mostrano infatti na
elevata preferenza per l’etanolo rispetto agli RLA (Fernandez-erel et al., 2002a), la ci
scarsa preferenza è paragonabile a qella esibita da ratti non selezionati; inoltre n’intensa
stimolazione DAergica preferenziale nel AcbSh si riscontra nei ratti RHA rispetto a qelli
RLA esposti ad no stimolo natralmente gratificante qale n cibo appetibile (Giorgi et al.,
1999). È stato osservato inoltre che i soggetti più sensibili agli effetti acti di morfina,
cocaina ed amfetamina, ovvero i ratti RHA, sono anche qelli più sscettibili di svilppare
sensibilizzazione comportamentale (behavioral sensitization) con l’esposizione ripetta a tali
farmaci (Giorgi et al 2007). La sensibilizzazione agli oppiacei e agli psicostimolanti è na
condizione caratterizzata da n amento dell’attività di deamblazione e che rifletterebbe gli
adattamenti a lngo termine che hanno logo nei circiti neronali coinvolti nei processi di
motivazione e gratificazione (Li et al., 2004; Nestler, 2001; Robinson and Berridge, 2001;
Everitt and Wolf, 2002); è stato osservato infatti che l’esposizione ripetta a psicostimolanti
è in grado sia di facilitare l’atosomministrazione (Horger et al., 1990; iazza et al., 1990) sia
di potenziare le risposte condizionate a stimoli gratificanti (Shippenberg & Heidbreder, 1995;
aylor & Horger 1999), attribendo al processo di sensibilizzazione la capacità di incentivare
le proprietà motivazionali proprie delle sostanze d’abso.
Alla lce di tali evidenze sperimentali è dnqe ragionevole e gistificato considerare le de
linee di ratti Roman qali validi strmenti sperimentali per la valtazione dell’inflenza che il
genotipo esercita si tratti comportamentali e neronali coinvolti nelle principali
caratteristiche della vlnerabilità individale alla dipendenza, tra le qali l’elevata sensibilità
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alla prima esposizione a sostanze d’abso così come lo svilppo di na sensibilizzazione
comportamentale dopo esposizioni ripette.
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SCOO DELLO SUDIO
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L’instararsi della dipendenza da farmaci d’abso (drg-addiction) implica l’insorgenza di
cambiamenti patologici a livello dei meccanismi molecolari e celllari che sottendono ai normali
processi di apprendimento e memoria.
L’incremento della trasmissione DAergica nel sistema limbico, preferenzialmente nel AcbSh,
rappresenta na consegenza nerochimica comne alla somministrazione acta di farmaci
d’abso (Acqas et al., 2007; Cadoni & Di Chiara, 1999; Di Chiara et al., 2004; Giorgi et al.,
2007; Howard et al., 2008; ontieri et al., 1995; occhi et al., 2003), oltre ad essere na
condizione essenziale per la cascata di eventi che pò portare al risltato dello svilppo di
dipendenza, in accordo con la teoria dell’apprendimento associativo (Di Chiara 2002), secondo
ci la stimolazione DAergica dell’AcbSh sarebbe in grado di prodrre effetti a lngo termine
consegenti a n processo di acqisizione associativa dello stimolo gratificante. ttavia,
mentre l’amento della trasmissione DAergica riflette i cambiamenti pre-sinaptici in risposta
ai farmaci, altri markers biochimici possono essere impiegati al fine di caratterizzare, anche a
livello post-sinaptico, le consegenze dei sddetti cambiamenti nerochimici. È noto infatti
che le sostanze d’abso, alla strega di altri psicofarmaci, hanno la capacità di stimolare vie di
segnale capaci di attivare protein-chinasi. ale stimolazione porta ad alterazioni della
trascrizione genica e sintesi proteica, eventi che contribiscono alla comparsa di modificazioni
a lngo termine a livello di fnzionalità sinaptica e circiti neronali. Le ERK sono, tra le
protein-chinasi meglio stdiate, qelle che si ritiene svolgano n rolo crciale nei processi di
plasticità sinaptica coinvolti nei meccanismi di apprendimento e memoria e risltano
ampiamente espresse nelle regioni cerebrali correlate ai meccanismi di ricompensa e
modlazione dei comportamenti motivati (Acb e amigdala estesa). La loro attivazione ha logo
sia dopo somministrazione acta (Acqas et al., 2007; Brami-Cherrier et al., 2005; Ibba et al.,
2009; Salzmann et al., 2003; Valjent et al., 2000; 2001; 2004; hang et al., 2004) che cronica
(Berhow et al., 1996; Mller & Unterwald, 2004) di farmaci d’abso.
Il rolo di tali chinasi è stato inoltre correlato alle proprietà motivazionali dei farmaci,
valtate attraverso procedre di C (Gerdjikov et al., 2004; L et al., 2006; Salzmann et al.,
2003; Spina et al., 2010; Valjent et al., 2000; 2001; 2006) ma anche alla capacità di stimoli
contestali di evocare l’espressione della C acqisita (Miller & Marshall, 2005) e di stimoli
condizionati di rievocare la ricerca del farmaco in esperimenti di self-administration
(Radwanska et al., 2008; Schroeder et al., 2008).
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L’esistenza di n legame diretto tra la trasmissione DAergica e l’attivazione delle pERK, così
come la possibilità di considerare la pERK qale marker post-sinaptico di attivazione DAergica
(Acqas et al., 2007; Ibba et al., 2009), sono degli assnti spportati da stdi presenti in
letteratra. È stato osservato, mediante no stdio comparato di microdialisi ed
immnoistochimica, che la stimolazione preferenziale della trasmissione DAergica nella shell,
indotta dall’ecstasy, si accompagna parallelamente a livello post-sinaptico, anche ad na
preferenziale fosforilazione delle ERK nel AcbSh confrontata con il AcbC (Acqas et al.,
2007), cosi come è stato osservato che il blocco dei recettori D1 determina na netta
ridzione della fosforilazione della pERK attivata sia dall’ecstasy che dall’etanolo a livello del
Acb e dell’amigdala estesa (Acqas et al., 2007; Ibba et al., 2009). ali evidenze sperimentali
sembrano essere in linea con l’attenzione volta dalla ricerca pre-clinica a comprendere se la via
delle ERK possa effettivamente rappresentare n target per interventi farmacologici mirati
contro lo svilppo della dipendenza da sostanze (Shiflett & Balleine 2011).
ertanto, sebbene l’importanza dell’attivazione di qesta chinasi nelle azioni dei farmaci
d’abso sia assodata, risltati controversi permangono circa gli effetti esercitati dalla morfina
slla fosforilazione delle ERK nel Acb. Infatti, da na attenta analisi della letteratra, sembra
che la morfina possa indrre na opposta modlazione della chinasi determinando n amento o
na diminzione della sa fosforilazione. ali divergenze potrebbero dipendere da nmerose
variabili tra le qali le dosi tilizzate (5, 10, 50 e 100 mg/kg), il tempo intercorso tra il
trattamento con il farmaco e il sacrificio (20, 30, 40, 60 e 240 minti) così come le specie
impiegate (topi e ratti). Il chiarimento di qeste discrepanze potrebbe contribire a
importanti progressi nella conoscenza del meccanismo molecolare della morfina in relazione alla
sa capacità di esercitare proprietà motivazionali.
È noto che la variabilità individale pà giocare n rolo di rilievo nello svilppo di dipendenza.
La variazione fenotipica rislta infatti fortemente inflenzata dalle differenze nei singoli
genotipi e dalle interazioni tra qesti e le diverse condizioni ambientali per ci alcni tratti
della personalità e del temperamento che dipendono da fattori genetici sono stati identificati
qali “fattori di vlnerabilità” nei distrbi da tilizzo di sostanze. Alla lce di tali
considerazioni, nella prima parte della ricerca, il lavoro sarà volto i) a verificare se gli effetti
della morfina slla fosforilazione della ERK nel AcbSh e nel AcbC di diversi ceppi di ratti
(Sprage-Dawley e Wistar) e di diversi ceppi di topi (CD-1 e C57BL/6J) possano essere
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paragonabili ai noti amenti preferenziali della trasmissione DAergica (Cadoni & Di Chiara
1999; occhi et al., 2003), ma anche ii) a caratterizzare il rolo dei recettori DAergici D1 e di
qelli oppioidergici μ nella capacità della morfina di modlare la pERK nel Acb di qesti animali,
ed infine iii) a valtare l’effetto della somministrazione acta della morfina slla fosforilazione
delle ERK nei ratti delle de linee psicogeneticamente selezionate RHA e RLA (Roman high
avoidance e Roman low avoidance) al fine di chiarire se alla capacità della morfina di stimolare
la trasmissione DAergica preferenzialmente nel AcbSh dei ratti RHA corrisponde n effetto
preferenziale in termini di fosforilazione delle ERK e anche al fine di poter individare nelle
pERK n potenziale indicatore biochimico della predisposizione determinata geneticamente allo
svilppo di dipendenza da sostanze.
Nella seconda parte della ricerca, l’indagine sarà indirizzata verso la valtazione dei possibili
effetti differenziali della somministrazione acta di etanolo slla fosforilazione delle ERK nel
circito mesocorticolimbico di ratti etanolo-naive appartenenti alle de linee geneticamente
selezionate s e sN (Sardinian alcohol-preferring e Sardinian alcohol non-preferring)
partendo dall’ipotesi che la valtazione degli effetti indotti dall’etanolo sll’espressione delle
ERK in qeste regioni cerebrali potrebbe sia contribire a caratterizzare le basi molecolari
che sottendono alla opposta sensibilità verso gli effetti acti dell’etanolo (Agabio et al., 2001;
Colombo et al., 2000) che a porre le basi per indagini ftre volte a meglio chiarire il rolo di
qesta chinasi tanto nel comportamento di assnzione eccessiva di etanolo nei ratti s qanto
nel comportamento di evitamento dell’etanolo nei ratti sN.
Infine, la terza parte della ricerca è originata dalla osservazione che sia la somministrazione
acta che qella cronica di cocaina indcono n’attivazione delle ERK in diverse aree del
sistema mesocorticolimbico coinvolte nei processi cognitivi alla base della dipendenza da
sostanze e che i ratti RHA e RLA mostrano na significativa differenza di vlnerabilità allo
svilppo di dipendenza da sostanze, riscontrabile sia a livello comportamentale che,
indirettamente, a livello nerochimico. ertanto, qest’ltima parte della ricerca sarà volta a
stdiare comparativamente gli effetti della somministrazione acta di cocaina sll’attivazione
della pathway delle ERK nei ratti delle de linee, RHA e RLA (Roman high- and low- avoidance),
in alcne delle regioni cerebrali maggiormente implicate negli effetti comportamentali della
cocaina.
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MAERIALI E MEODI
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Gli esperimenti del presente lavoro di ricerca sono stati condotti nel rispetto della legge
italiana (D.L. 116/1992), che richiede l’approvazione, per lo svolgimento di esperimenti s
animali da laboratorio, di n progetto di ricerca da parte delle atorità competenti e in
stretto accordo con la “Raccomandazione della Commissione dell’Unione Eropea” (n°
2007/526/CE). Ogni possibile sforzo è stato fatto per minimizzare il dolore e il disagio degli
animali e per ridrre il nmero dei soggetti sottoposti all’esperimento.
Animali e trattamenti
 er gli esperimenti con la morfina sono stati impiegati ratti maschi delle de linee
psicogeneticamente selezionate Roman high- e low-avoidance, ratti maschi Sprage-
Dawley e Wistar, del peso di 250-275 g, e topi maschi CD-1 e C57BL/6J del peso di 22-25
g (Harlan, Udine). Gli animali sono stati alloggiati in grppi di 4 per gabbia, per almeno 5
giorni prima dell’esperimento, con ciclo artificiale lce/bio di 12 ore ciascno (accensione
lci 8:00 AM) con acqa e cibo standard (Global diet 2018-Mcedola, Italy) ad libitm, e in
condizioni standard di temperatra (23°) e midità (60%). Gli esperimenti sono stati
condotti tra le 10:00 del mattino e le 5:00 del pomeriggio. La morfina HCl (Franchini
rodotti Chimici Srl, Mozzate, Como) (0,5 1 e 5 mg/kg), il composto SCH 39166 (Schering-
logh, Milano) (50 µg/kg) e il naltreone HCl (Sigma Aldrich, Milano) (1.5 mg/kg) sono
stati dissolti in solzione salina (NaCl 0,9%, p/v) e somministrati sottocte (1 ml/kg) ai
ratti o per via intraperitoneale (10 ml/kg) ai topi. Il cloralio idrato (450 mg/kg) (Carlo
Erba, Milano) e il pentobarbital sodico (Carlo Sessa Spa, Sesto San Giovanni, Milano) (50
mg/kg, volme di iniezione 10 ml/kg) sono stati dissolti in solzione salina e somministrati
per via intraperitoneale.
 er gli esperimenti con l’etanolo sono stati impiegati ratti maschi delle de linee s e sN
della 75a e 80a generazione, rispettivamente, a 70 giorni di età e di peso compreso tra
300 e 325 g. I ratti sono stati alloggiati in grppi di 4 per gabbia. con ciclo artificiale
lce/bio di 12 ore ciascno, invertito (accensione delle lci alle 7:00 M), e mantenti ad
na temperatra costante di 22±2 C e relativa midità di circa il 60%. Al fine di evitare
possibili interferenze dello stress dovto alla procedra di somministrazione
intragastrica, i ratti sono stati manipolati na volta al giorno per almeno 5 giorni prima
dell'esperimento e abitati alle somministrazioni intragastriche e intraperitoneali. Acqa e
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cibo standard (Global diet 2018-Mcedola, Italy) ad libitm ad eccezione del giorno
dell’esperimento in ci nelle cinqe ore precedenti alla somministrazione di etanolo i ratti
sono stati privati del cibo per garantire lo stomaco voto al momento dell’infsione del
farmaco; qindici minti dopo la somministrazione di etanolo, i ratti sono stati
anestetizzati con la ketamina HCl. Gli esperimenti sono stati condotti tra le 10:00 del
mattino e le 5:00 del pomeriggio. Le solzioni di etanolo (20%) sono state ottente
attraverso dilizioni a partire da na solzione di etanolo al 96% (Medicamenta, 1991 e
1992) e somministrate per via intragastrica mediante l’tilizzo di n ago da alimentazione
in acciaio ino. La ketamina HCl (100 mg/Kg Ketavet 50, Gellini International, Aprilia,
Italia) è stata somministrata ai ratti per via intraperitoneale.
 er gli esperimenti con la cocaina sono stati impiegati ratti maschi delle de linee RHA e
RLA del peso compreso tra 300-380 g. I ratti sono stati alloggiati in grppi di 4 per
gabbia, con ciclo artificiale lce/bio di 12 ore ciascno (accensione lci 8:00 AM) con
acqa e cibo standard (Global diet 2018-Mcedola, Italy) ad libitm, in condizioni standard
di temperatra (23°) e midità (60%). Al fine di evitare possibili interferenze dello stress
dovto alla procedra di somministrazione, i ratti sono stati manipolati per 1-2 minti ogni
giorno per almeno 3 giorni prima dell’esperimento. Gli esperimenti sono stati condotti tra
le 10:00 del mattino e le 5:00 del pomeriggio. La cocaina HCl (Mcfarlan-Smith Ltd,
Edimbrgo, Regno Unito) e il cloralio idrato (450 mg/kg ) (Carlo Erba, Milano, Italia) sono
stati dissolti in solzione fisiologica (NaCl 0,9%, p/v) e somministrati per via
intraperitoneale (i.p.).
Immnoistochimica: neroni pERK
Neroni pERK positivi
Dopo essere stati profondamente anestetizzati, gli animali sono stati sottoposti ad na
perfsione transcardiaca effettata con BS (phosphate bffered saline; 137 mM NaCl,
2.7mM KCl, 10 mM NaH2O4, 2 mM KH2O4, pH 7.4) ghiacciato, e paraformaldeide (FA) al
4%. In accordo con precedenti stdi (Acqas et al., 2007; Ibba et al., 2009), l’intervallo di
tempo interscorso tra il trattamento con il farmaco e l’anestesia per la perfsione è stato
scelto slla base del tempo necessario per raggingere il picco di DA etracelllare nel Acb
(Cadoni & Di Chiara, 1999; occhi et al., 2003; Lecca et al., 2004; Giorgi et al., 2003; Giorgi et
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al., 2007). Dopo la perfsione, i cervelli sono stati prelevati e posti all’interno di contenitori
per la post fissazione (overnight) in FA 4% a 4°C. In accordo con gli atlanti di ainos and
Watson (1998) e ainos and Franklin (2001), mediante vibratomo (Leica V1000-Leyca,
Germany) sono state ottente delle sezioni di cervello spesse 40 micrometri relative alle
regioni di interesse in qesto lavoro di ricerca (FC, Acb, BSL, CeA e BLA). Le fettine
ottente sono state conservate a -20°C in na solzione crioprotettiva prima di procedere con
il dosaggio immnoistochimico secondo il protocollo per fettine flottanti. ale protocollo si è
svolto in de giorni consectivi; drante il primo giorno le sezioni sono state lavate na volta in
BS (rizma bffered Saline) e de volte in BS-X (BS contenente lo 0.1% di riton X-
100) e poi incbate per 30 minti in H2O2 all’1% in BS. Le sezioni sono state poi incbate per
n’ora in na solzione di BSA (Bovine Serm Albmine) al 3%. L’incbazione con anticorpo
primario (anti pERK, Cell Signaling ecnology, Beverly, MA, USA) (1:300) è stata condotta
overnight a 4°C e sotto contina agitazione (opportni controlli negativi sono ottenti
incbando alcne fette in na solzione di BS-BSA 3% senza anticorpo primario). Il giorno
segente, dopo opportno risciacqo con BS-X, le sezioni sono state incbate prima con
l’anticorpo secondario biotinilato (1:800) (Vector Laboratory Inc., Brlingame,CA,USA) e poi
col complesso ABC (Avidin Biotin peroidase Comple) preparato secondo qanto sggerito dal
prodttore (Vecstain ABC kit, Vector Laboratory Inc., Brlingame, CA,USA). Dopo lteriori
lavaggi con BS-X è stata agginta na solzione di 3-3’-diaminobenzidina (10 mg/ml) e
lasciata agire fino allo svilppo di na colorazione brna. Le sezioni sono state poi
ripettamente sciacqate e montate si vetrini porta-oggetto rivestiti di gelatina e
sccessivamente disidrati attraverso na scala alcolica a gradazione crescente e infine
sottoposti a de passaggi in ilene. Le analisi qantitative sono state effettate tilizzando
n microscopio eiss Aioskop 40 (eiss, Germany) dotato di obiettivi L Flotar 10X, 40X e
100X oil e collegato con na fotocamera digitale (Nikon D-5000). L’analisi delle immagini e le
qantificazioni sono state condotte in blind rispetto ai trattamenti farmacologici e ai grppi
sperimentali. A tal fine è stato sato il software Bioscan Optimas, versione 6.5.1. Le immagini
ottente ad opportno ingrandimento (10X) sono state sate per contare atomaticamente il
nmero di neroni pERK-positivi/area mediante l’so del software ImageJ, attraverso la
sottrazione atomatica del backgrond, per evitare errori dello sperimentatore (Kapr et al.,
1985).
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Analisi statistica
Esperimenti con la morfina s ratti e topi: I risltati immnoistochimici espressi come
valore medio % del nmero di neroni pERK positivi/area ± SEM sono stati analizzati mediante
l’analisi della varianza (ANOVA) tilizzando il software di analisi Statistica 8.0 (StatSoft,
lsa, OK, USA). iù specificamente:
a) nei ratti Sprage-Dawley è stata condotta na two-way ANOVA considerando l’area
cerebrale e il trattamento qali variabili indipendenti e na three-way ANOVA
considerando l’area cerebrale, il trattamento e il pretrattamento qali variabili
indipendenti;
a) nei ratti Wistar è stata condotta na one-way ANOVA considerando il trattamento qale
variabile indipendente ;
b) nei ratti delle linee RHA ed RLA è stata condotta na two-way ANOVA considerando il
trattamento e la linea qali variabili indipendenti;
c) nei topi CD-1 è stata condotta na two-way ANOVA considerando l’area cerebrale e il
trattamento qali variabili indipendenti e na three-way ANOVA considerando l’area
cerebrale, il trattamento e il pre-trattamento qali variabili indipendenti;
d) nei topi C57BL/6J è stata condotta na one-way ANOVA considerando il trattamento
qale variabile indipendente.
Qando consentito dalla presenza di significativi effetti e interazioni, è stato esegito il
Fisher post-hoc test per permettere confronti mltipli, con significatività statistica stabilita
per p < 0.05.
Esperimenti con l’etanolo s ratti s-sN: I risltati immnoistochimici espressi come
valore medio % del nmero di neroni pERK positivi/area ± SEM sono stati analizzati mediante
na two-way ANOVA considerando la media % dei neroni pERK-positivi/area qale variabile
dipendente e le linee dei ratti (n 2 = s e sN) e le dosi di etanolo (n = 4 0, 0.5, 1 e 2 g/kg)
qali variabili indipendenti. Qando consentito dalla presenza di significativi effetti e
interazioni, è stato esegito LSD post-hoc test per permettere confronti mltipli, con
significatività statistica stabilita per p < 0.05.
Esperimenti con la cocaina s ratti RHA-RLA: I risltati immnoistochimici espressi come
valore medio ± SEM del nmero di neroni pERK positivi/area stati analizzati mediante na
one-way ANOVA considerando la linea qale variabile indipendente, e na two-way ANOVA
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considerando la linea e il trattamento qali variabili indipendenti. Qando consentito dalla
presenza di significativi effetti e interazioni, è stato esegito LSD post-hoc test per
permettere confronti mltipli, con significatività statistica stabilita per p < 0.05.
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RISULAI
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Esperimenti con la morfina
Effetti della morfina dose- e tempo-dipendenti sll’immnoreattività della pERK nel
AcbSh e nel AcbC dei ratti Sprage-Dawley e Wistar
Le figre 1A e 1B mostrano l’effetto della dose (0, 1 e 5 mg/kg a 20 minti) e del tempo (20 e
40 minti dopo la somministrazione di 0 e 5 mg/kg), rispettivamente, sgli effetti della
morfina slla % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC. L’ANOVA, applicata
all’analisi degli effetti delle variabili indipendenti dose e area cerebrale ai risltati della
somministrazione di morfina (figra 1B), ha rivelato n significativo effetto del trattamento
[F2,273=78.07, p<0.0001] e delle aree cerebrali [F1,273=55.31, p<0.0001] e na significativa
interazione trattamento-area [F2,273=18.78, p<0.0001]. Inoltre, l’ANOVA, applicata all’analisi
degli effetti delle variabili indipendenti tempo, trattamento e area cerebrale ai risltati della
somministrazione di morfina slla % di neroni pERK-positivi/area (figra 2B) ha rivelato
significativi effetti della dose [F1,102=27.44, p<0.0001] ma non dell’area cerebrale [F1,102=0.52,
p<0.46] né del tempo [F1,102=1.83, p<0.18]. L’analisi post hoc di Fisher ha rivelato che la morfina
ha ridotto, significativamente, la % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC (1 e 5
mg/kg a 20 minti, figra 1B). Inoltre, la stessa analisi ha rivelato che la morfina (5 mg/kg, a
20 e 40 minti, figra 2B) ha ridotto significativamente la % di neroni pERK-positivi/area nel
AcbSh e nel AcbC sebbene qeste ridzioni non siano risltate statisticamente differenti
dalle altre.
La figra 2 mostra l’effetto della somministrazione di morfina alle dosi di 0 e 5 mg/kg slla %
di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti Wistar. L’ANOVA a na via dei
dati raccolti nel AcbSh ha rivelato n significativo effetto del trattamento [F1,18=4,55,
p<0.05]. L’analisi post hoc di Fisher ha rivelato che la somministrazione di 5 mg/kg di morfina
ridce la % dei neroni pERK-positivi/area rispetto al grppo di controllo (0 g/kg morfina) nel
AcbSh dei ratti Wistar.
Effetto del pre-trattamento con SCH 39166 o naltreone sll’immnoreattività modlata
dalla morfina delle pERK nel AcbSh e nel AcbC dei ratti Sprage-Dawley
La Figra 3 mostra gli effetti della somministrazione di morfina (0 e 5 mg/kg, a 40 minti)
slla % di neroni pERK-positivi/area e gli effetti del pre-trattamento con SCH 39166 (50
µg/kg) o naltreone (1.5 mg/kg). L’ANOVA a tre vie dei risltati della somministrazione di
morfina e del pre-trattamento con SCH 39166 slla % di neroni pERK-positivi/area ha
rivelato n effetto del trattamento [F1,88=18.72, p<0.0001] e n’interazione significativa tra
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pre-trattamento e trattamento [F1,88=11.06, p<0.001]. In maniera simile, l’ANOVA a tre vie dei
risltati della somministrazione di morfina e del pre-trattamento con naltreone slla % di
neroni pERK-positivi/area ha rivelato n’interazione significativa tra pre-trattamento e
trattamento [F1,80=7.37, p<0.008]. L’analisi post hoc di Fisher ha rivelato che la morfina ridce
la % di neroni pERK-positivi/area rispetto alla salina nel AcbSh e AcbC e che il pre-
trattamento con SCH 39166, di per sé, ridce significativamente la % di neroni pERK-
positivi/area nel AcbSh e nel AcbC. Inoltre, l’analisi post hoc di Fisher ha rivelato che il pre-
trattamento con naltreone, ma non con SCH 39166, ha inibito la ridzione della % di neroni
pERK-positivi/area indotta dalla morfina nel AcbSh e nel AcbC.
Effetto della morfina sll’immnoreattività delle pERK nel AcbSh e nel AcbC dei ratti
RHA e RLA
La Figra 4 mostra l’effetto della somministrazione di morfina alle dosi di 0 e 0.5 mg/kg (le
medesime impiegate in Lecca et al., 2004) slla % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh
(pannello speriore) e nel AcbC (pannello inferiore). L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nel
AcbSh ha rivelato n significativo effetto della linea [F1,51=11,107 p<0.016], del trattamento
[F1,51=5.65, p<0.021] ed na significativa interazione linea-trattamento [F1,51=11,107, p<0.016].
L’applicazione del post hoc test secondo Fisher ha rivelato che la somministrazione di 0.5
mg/kg di morfina ridce la % dei neroni pERK-positivi/area nel AcbSh dei ratti RLA ma non
RHA e che l’effetto della morfina nel AcbSh degli RLA è significativamente diverso da qello
negli RHA.
Effetti della morfina dose- e tempo-dipendenti sll’immnoreattività delle pERK nel
AcbSh e nel AcbC dei topi CD-1 e C57BL/6J
La figra 5 mostra l’effetto della dose (0, 1 e 5 mg/kg a 20 minti) e del tempo (20 e 40
minti dopo la somministrazione di 0 e 5 mg/kg), rispettivamente, sgli effetti della morfina
slla % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC. L’ANOVA, applicata all’analisi
degli effetti delle variabili indipendenti dose e area cerebrale ai risltati della
somministrazione di morfina (figra 5A), non ha rivelato n significativo effetto del
trattamento [F2,53=1.24, NS] né delle aree cerebrali [F1,53=3.43, NS] ma na significativa
interazione trattamento-area [F2,53=4.36, p<0.017]. Inoltre, l’ANOVA applicata all’analisi degli
effetti delle variabili indipendenti tempo, dose e area cerebrale ai risltati della
somministrazione di morfina slla % di neroni pERK-positivi/area (figra 5B) non ha rivelato
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significativi effetti della dose [F1,84=1.75, NS] dell’area cerebrale [F1,84=2.40, NS], del tempo
[F1,84=2.35, NS] nè na significativa interazione dose-tempo [F1,84=2.34, NS]. L’analisi post hoc
di Fisher ha rivelato che la morfina incrementa, significativamente, la % di neroni pERK-
positivi/area nel AcbSh (5 mg/kg a 20 minti).
La figra 6 mostra l’effetto della somministrazione di morfina (0 e 5 mg/kg a 20 minti) slla
% di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e AcbC di topi C57BL/6J. L’ANOVA ad na via dei
dati raccolti nel AcbSh ha rivelato n significativo effetto del trattamento [F1,8=8,28,
p<0.020]. L’ applicazione del LSD post hoc test ha rivelato che la somministrazione di 5 mg/kg
di morfina incrementa la % dei neroni pERK-positivi/area nel AcbSh rispetto al grppo di
controllo (0 mg/kg morfina).
Effetti del pre-trattamento con SCH 39166 o naltreone sll’immnoreattività delle
pERK modlata dalla morfina nel AcbSh e nel AcbC dei topi CD-1
La Figra 7 mostra gli effetti della somministrazione di morfina (0 e 5 mg/kg, a 20 minti)
slla % di neroni pERK positivi/area e gli effetti del pre-trattamento con SCH 39166 (50
µg/kg) o naltreone (1.5 mg/kg). L’ANOVA a tre vie dei risltati della somministrazione di
morfina e del pre-trattamento con SCH 39166 slla % di neroni pERK-positivi/area ha
rivelato effetti significativi del pre-trattamento [F1,69=15.75, p<0.001] e dell’area cerebrale
[F1,69=4.07, p<0.047]. L’ANOVA a tre vie dei risltati della somministrazione di morfina e del
pre-trattamento con naltreone slla % di neroni pERK-positivi/area ha rivelato n effetto
dell’area cerebrale [F1,69=4.43, p<0.038] e n’interazione significativa tra trattamento e area
cerebrale [F1,69=4.12, p<0.04]. L’analisi post hoc secondo Fisher ha rivelato che la morfina
amenta la % di neroni pERK-positivi/area rispetto alla salina nel AcbSh ma non nel AcbC e
che il pre-trattamento con SCH 39166 e naltreone inibisce gli amenti indotti dalla morfina.
Esperimenti con l’etanolo
Effetti dell’etanolo sll’immnoreattività delle pERK nel AcbSh e nel AcbC dei ratti s e
sN
La figra 8 mostra l’effetto della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg) ai ratti s e
sN slla % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh (pannello speriore) e nel AcbC (pannello
inferiore). L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nel AcbSh rivela n significativo effetto della
dose [F3,40=2.92, p<0.045] e della linea [F1,40=4.25, p<0.045] ma non na significativa
interazione dose-linea [F3,40=0.88, NS]. L’ applicazione del LSD post hoc test ha rivelato che
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la somministrazione di 1 g/kg di etanolo incrementa la % di neroni pERK-positivi/area
rispetto al grppo di controllo (0 g/kg etanolo) nel AcbSh dei ratti s; di contro, la medesima
analisi post hoc ha rivelato che la somministrazione di etanolo non inflisce sll’espressione
della % di neroni pERK-positivi/area nei ratti sN. L’ANOVA a de vie dei dati misrati nel
AcbC rivela n significativo effetto della dose [F3,40=3.21, p<0.03] e della linea [F1,40=7.17,
p<0.01] ed na significativa interazione dose per linea [F3,40=3.43, p<0.026]. L’ applicazione del
LSD post hoc test ha rivelato che la somministrazione di 1 g/kg di etanolo incrementa la % di
neroni pERK-positivi/area rispetto al grppo di controllo (0 g/kg etanolo) nel AcbC dei ratti
s; di contro, l’analisi post hoc ha rivelato che la somministrazione di etanolo non inflisce
sll’espressione della % di neroni pERK-positivi/area nei ratti sN.
Effetti dell’etanolo sll’immnoreattività delle pERK nella FC rL e nella FC IL dei
ratti s e sN
La figra 9 mostra l’effetto della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg) ai ratti s e
sN slla % di neroni pERK-positivi/area nella FC rL (pannello speriore) e nella FC IL
(pannello inferiore). L’ANOVA a de vie dei dati raccolti in FC rL rivela n significativo
effetto della linea [F1,40=4.17, p<0.047] ma non della dose [F3,40=1.095, NS], né na
significativa interazione linea-dose [F3,40=0.85, NS]. Inoltre l’ANOVA a de vie dei dati
raccolti in FC IL non rivela n effetto significativo della dose [F3,40=0.49, NS] né della linea
[F1,40=3.33, NS], così come non rivela na interazione dose-linea [F3,40=0.574, NS].
Effetti dell’etanolo sll’immnoreattività delle pERK nel BSL e nella CeA dei ratti s e
sN
La figra 10 mostra l’effetto della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg) ai ratti s e
sN slla % di neroni pERK-positivi/area nel BSL (pannello speriore) e nella CeA (pannello
inferiore). L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nel BSL ha rivelato n significativo effetto
della linea [F1,40=6.28, p<0.016] ma non della dose [F3,40=0.58 NS] né na significativa
interazione linea-dose [F3,40=1.28, NS]. Analogamente l’ANOVA a de vie dei dati raccolti nella
CeA non ha rivelato nessn effetto significativo né della linea [F1,40=0.03, NS] né della dose
[F3,40=1.94 NS], né na significativa interazione linea-dose [F3,40=0.85, NS].
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Esperimenti con la cocaina
Effetti della cocaina sll’immnoreattività delle pERK nel AcbSh e nel AcbC dei ratti
RHA e RLA
La figra 11 mostra gli effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg) sl valore medio di
neroni pERK-positivi/area nel AcbSh (pannello speriore) e nel AcbC (pannello inferiore) dei
ratti RHA e RLA. L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nel AcbSh rivela n significativo
effetto della linea [F1,16=510.97, p<0.005] e del trattamento [F1,16=54.92, p<0.05] ma non
n’interazione linea-trattamento [F1,16=52.80, NS]. L’applicazione del LSD post hoc test ha
rivelato che la cocaina incrementa significativamente il nmero di neroni pERK-positivi/area
nei ratti RHA ma non in qelli RLA. Di contro, nessn effetto significativo della linea
[F1,16=54.41, NS], del trattamento [F1,16=50.88, NS] né n’interazione linea-trattamento sono
stati riscontrati nel AcbC di entrambe le linee.
Effetti della cocaina sll’immnoreattività delle pERK nella FC rL e nella FC IL dei
ratti RHA e RLA
La figra 12 mostra gli effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg) sl valore medio di
neroni pERK-positivi/area nella FC IL (pannello speriore) e nella FCrL (pannello
inferiore) dei ratti RHA e RLA.
L’ANOVA a de vie dei dati raccolti in FC IL rivela n significativo effetto della linea
[F1,16=515.06, p<0.01] e del trattamento [F1,16=55.36, p<0.05] ma non na interazione linea-
trattamento [F1,16=50.24, NS]. L’ applicazione del LSD post hoc test ha rivelato che la cocaina
incrementa significativamente il nmero di neroni pERK-positivi/area nei ratti RHA ma non in
qelli RLA. Di contro nessna variazione significativa si è osservata nella FC rL di
entrambe le linee; tttavia, l’ANOVA a de vie dei dati raccolti in FC rL ha rivelato n
significativo effetto della linea [F1,16=515.51, p<0.002] e n marginale effetto del trattamento
[F1,16=54.79, p<0.05] ma non na interazione linea-trattamento [F1,16=50.11, NS], indicando che,
indipendentemente dal trattamento, l’immnomarcatra della pERK è maggiore nella FC rL
degli RHA rispetto alla controparte RLA.
Effetti della cocaina sll’immnoreattività delle pERK nel BSL, nella CeA e nella BLA dei
ratti RHA e RLA
Le figre 13 14 mostrano gli effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg) sl valore
medio di neroni pERK-positivi/area nel BSL (Figra 13 pannello speriore) e nella CeA
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(Figra 13 pannello inferiore) e nella BLA (Figra 14). L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nel
BSL non ha rivelato n significativo effetto né della linea [F1,14=0.05 , NS] né del
trattamento [F1,40=2.7 NS]. Analogamente l’ANOVA a de vie dei dati raccolti nella CeA non
ha rivelato nessn effetto significativo né della linea [F1,16=0.34, NS] né del trattamento
[F1,16=1.11 NS]. L’ANOVA a de vie dei dati raccolti nella BLA ha rivelato n significativo
effetto della linea [F1,16=4.69, p<0.05] non del trattamento [F1,16=0.29, NS] ma na
significativa interazione linea-trattamento [F1,16=8.4, p<0.01]. L’applicazione del LSD post hoc
test ha rivelato che la cocaina incrementa significativamente il nmero di neroni pERK-
positivi/area nella BLA dei ratti RLA ma non in qelli RHA.
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FIGURE
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Figra 1
Effetti della somministrazione di morfina (0, 1 e 5 mg/kg, s.c. a 20 e 40 minti) sl valore
medio % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti Sprage-Dawley. Gli
istogrammi rappresentano la % della media ± SEM. *p<0.05 rispetto a 0 mg/kg di morfina
(stessa area; stesso tempo).
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Figra 2
Effetto della somministrazione di morfina (5 mg/kg, s.c. a 40 minti) sl valore medio % di
neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti Wistar. Gli istogrammi
rappresentano il valore medio % ± SEM. * p<0.05 rispetto a 0 mg/kg di morfina (stessa area).
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Figra 3
Effetti della somministrazione di morfina (0 e 5 mg/kg, s.c. a 40 minti) e del pre-
trattamento con SCH 39166 (50 µg/kg s.c.) o naltreone (1.5 mg/kg, s.c.) prima della salina o
della morfina sl valore medio % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti
Sprage-Dawley. Gli istogrammi rappresentano il valore medio % ± SEM. *p<0.05 rispetto a
sal/sal (stessa area); **p<0.05 rispetto a sal/MOR (stessa area).
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Figra 4
Effetto della somministrazione di morfina (0.5 mg/kg, s.c.) sl valore medio % di neroni
pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti RHA ed RLA. Gli istogrammi rappresentano
il valore medio % ± SEM. *p<0.05 rispetto a 0 mg/kg di morfina (stessa area).
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Figra 5
Effetti della somministrazione di morfina (0, 1 e 5 mg/kg, i.p. a 20 e 40 minti) sl valore
medio % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei topi CD-1. Gli istogrammi
rappresentano il valore medio % ± SEM. *p<0.05 rispetto alla morfina 0 mg/kg (stessa area,
stesso tempo).
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Figra 6
Effetto della somministrazione di morfina (5 mg/kg, i.p. a 20 minti) sl valore medio % di
neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei topi C57BL/6J. Gli istogrammi
rappresentano il valore medio % ± SEM. * p<0.05 rispetto a 0 mg/kg di morfina (stessa area).
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Figra 7
Effetti della somministrazione di morfina (0 e 5 mg/kg, i.p. a 20 minti) e del pre-
trattamento con SCH 39166 (50 µg/kg, i.p.) o naltreone (1.5 mg/kg, i.p.) prima della salina o
di morfina sl valore medio % di neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei topi CD-
1. Gli istogrammi rappresentano il valore medio % ± SEM. *p<0.05 rispetto a sal/sal (stessa
area); §p<0.05 tra AcbSh e AcbC (stesso trattamento); **p<0.05 rispetto a sal/MOR (stessa
area).
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Figra 8
Effetti della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg, i.g.) sl valore medio % di neroni
pERK-positivi/area nel AcbSh (annello speriore) e nel AcbC dei ratti s ed sN (annello
inferiore) dei ratti s ed sN. Gli istogrammi rappresentano il valore medio % ± SEM. *p<0.05
rispetto a 0 mg/kg di etanolo (stessa area e stessa linea); **p<0.05 rispetto alla dose 1 g/kg
di etanolo dei ratti sN.
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Figra 9
Effetti della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg, i.g.) sl valore medio % di neroni
pERK-positivi/area nella FC rL (annello speriore) e nella FC IL (annello inferiore) dei
ratti s ed sN. Gli istogrammi rappresentano il valore medio % ± SEM.
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Figra 10
Effetti della somministrazione di etanolo (0, 0.5, 1 e 2 g/kg, i.g.) sl valore medio % di neroni
pERK-positivi/area nel BSL (annello speriore 10A) e nella CeA (annello inferiore 10B) dei
ratti s ed sN. Gli istogrammi rappresentano il valore medio % ± SEM.
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Figra 11
Effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg, i.p.) sll’espressione dei neroni pERK-
positivi/area nel AcbSh (annello speriore) e nel AcbC dei ratti RHA ed RLA (annello
inferiore). Gli istogrammi rappresentano la media ± SEM. *p<0.05 rispetto a 0 mg/kg di
cocaina (stessa area e stessa linea).
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Figra 12
Effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg, i.p.) sll’espressione dei neroni pERK-
positivi/area nella FC rL (annello speriore) e nella FC IL dei ratti RHA ed RLA
(annello inferiore). Gli istogrammi rappresentano la media ± SEM. *p<0.05 rispetto a 0 mg/kg
di cocaina (stessa area e stessa linea).
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Figra 13
Effetti della somministrazione di cocaina (5 mg/kg, i.p.) sll’espressione dei neroni pERK-
positivi/area nel BSL (annello speriore 13A) e nella CeA (annello inferiore 13B) dei ratti
RHA ed RLA. Gli istogrammi rappresentano la media ± SEM.
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Figra 14
Effetto della somministrazione di cocaina (5 mg/kg, i.p.) sll’espressione dei neroni pERK-
positivi/area nella BLA dei ratti RHA ed RLA. Gli istogrammi rappresentano la media ± SEM.
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La fosforilazione delle ERK costitisce n importante processo biochimico comne a nmerose
fnzioni celllari qali la differenziazione e l’apoptosi (hang & Li 2002) che si estendono, a
livello neronale, a rilevanti meccanismi alla base della plasticità sinaptica qali il controllo
dell’espressione genica (Giralt et al., 2007) e della long-term potentiation (Atkins et al.,
1998; hiels & Klann, 2001). L’abbondante espressione delle ERK nelle aree cerebrali del
sistema mesocorticolimbico, inoltre, sottolinea la rilevanza di qeste chinasi nella modlazione
delle fnzioni comportamentali mediate dal circito DAergico della ricompensa (Giralt et al.,
2007; Gerdjikov & Beninger 2004). Consegentemente, gli stdi per la comprensione del rolo
delle ERK nei processi legati all’insorgenza di fenomeni di dipendenza (Valjent et al., 2004)
hanno condotto allo svilppo di n importante filone di ricerca volto a caratterizzarne il rolo
in vari aspetti della tossicodipendenza qali il consmo della sostanza, la sensibilizzazione e
l'incbazione del craving (L et al., 2006; Giralt et al., 2007), sino al loro coinvolgimento negli
aspetti cognitivi (Shifflet & Balleine 2011).
È noto dalla letteratra che l’attivazione delle ERK ha logo sia dopo somministrazione acta
(Acqas et al., 2007; Brami-Cherrier et al., 2005; Ibba et al., 2009; Salzmann et al., 2003;
Valjent et al., 2000; 2001; 2004; hang et al., 2004) che cronica (Berhow et al., 1996; Mller
& Unterwald 2004) di farmaci d’abso, e che lo svilppo della preferenza spaziale
condizionata al farmaco, che si accompagna parallelamente all’attivazione delle ERK, è
preventa dalla somministrazione di inibitori delle MEK (Valjent et al., 2000; 2001; Beninger &
Gerdjikov, 2004; Salzmann et al., 2003). ttavia, sebbene n rolo critico delle ERK nelle
proprietà motivazionali dei farmaci d’abso sia acclarato, ancora molti aspetti rimangono da
approfondire. ra qesti, molte discrepanze rimangono circa la relazione tra l’espressione
della pERK nell’Acb, in risposta alla somministrazione acta di morfina, e la capacità di
qest’ltima di esercitare i soi effetti motivazionali rilevabili col metodo della C. Un altro
aspetto che nello stdio del rolo delle ERK nelle basi nerobiologiche della dipendenza da
sostanze non ha trovato ancora na sfficiente attenzione rigarda la componente della
variabilità individale e, in particolare, l’inflenza che il genotipo esercita si tratti
comportamentali e neronali potenzialmente responsabile di na responsività differenziale ai
farmaci d’abso. Nell’impostazione del presente lavoro qeste osservazioni hanno stimolato il
ricorso a diversi ceppi e linee di roditori selezionati, qali modelli tili ad investigare la
relazione tra alcne classiche sostanze d’abso e l’attivazione delle ERK nel contesto di
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differenze geneticamente determinate di tratti comportamentali e nerochimici (Flagel et al.,
2010; Crabbe et al., 1994). In tal senso, in particolare, i ratti psicogeneticamente selezionati
delle linee Roman high- e low-avoidance (Giorgi et al., 2007) e qelli delle linee Sardinian
alcohol preferring e Sardinian non-preferring (Colombo et al., 2006) rappresentano dei validi
strmenti di ricerca poiché caratterizzati da drastiche differenze nel comportamento
spontaneo e delle proprietà fnzionali del circito DAergico (Lecca et al., 2004; Giorgi et al.,
2005; Melis et al., 2009) e da consistenti diversità nerobiologiche e comportamentali in
risposta ai farmaci d’abso (Colombo et al., 2006; Lecca et al., 2004).
Slla base di qeste premesse e tenendo conto delle evidenze sperimentali e delle
discrepanze presenti in letteratra, il presente lavoro di ricerca si è svilppato nel tentativo
di fornire novi elementi alla comprensione del rolo delle ERK negli effetti della morfina e al
fine di comprendere se e in che modo la selezione genetica possa risltare anche in na
responsività differenziale alle sostanze d’abso (morfina, etanolo e cocaina) in termini di
attivazione delle ERK.
La prima parte della presente ricerca ha docmentato le complesse consegenze della
somministrazione acta di morfina slla fosforilazione delle ERK nel Acb, valtata attraverso
n approccio immnoistochimico e tenendo conto di vari fattori qali la diversa specie
impiegata (ratti vs topi), il diverso ceppo (ratti: Sprage-Dawley vs Wistar vs Roman RHA vs
Roman RLA; topi: CD-1 vs C57BL/6J), il tempo intercorso tra la somministrazione del farmaco
e il sacrificio (20 e 40 minti) nonché il coinvolgimento dei recettori DAergici D1 e di qelli
oppioidergici µ. I risltati di qesto lavoro hanno rivelato che il nmero dei neroni pERK-
positivi/area in segito alla somministrazione acta di morfina è stato significativamente
ridotto nei ratti Sprage-Dawley, Wistar e in qelli appartenenti alla linea RLA, e
incrementato –preferenzialmente nel AcbSh- nei topi CD-1 e C57BL/6J. Inoltre, la ridzione
del nmero dei neroni pERK-positivi/area evocata dalla morfina nei ratti Sprage-Dawley è
risltata preventa dal naltreone, ma non dall’antagonista D1 SCH 39166. Di contro,
l’incremento del nmero dei neroni pERK-positivi/area è stato prevento, nei topi CD-1, dal
pre-trattamento con entrambi gli antagonisti. Il fatto che SCH 39166, di per se, abbia
ridotto, sia nei ratti Sprage-Dawley sia nei topi CD-1 la % dei neroni pERK-positivi/area
sggerisce l’esistenza di n antagonismo fnzionale sll’espressione della pERK indotta dalla
morfina nel Acb di entrambe le specie. L’osservazione che l’antagonista D1 non abbia prevento
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la ridzione della fosforilazione indotta dalla morfina, nei ratti, non appare tttavia
inaspettata e spporta la teoria secondo la qale i recettori D1 giocano n rolo chiave nel
meccanismo dell’attivazione delle ERK nelle aree mesolimbiche (Giralt et al., 2007). Infine, in
accordo con qanto osservato anche da Mller & Unterwald (2004), la scoperta che la
ridzione della % dei neroni pERK-positivi/area riscontrata nei ratti Sprage-Dawley, sia
stata preventa solo dall’antagonista oppioidergico, sggerisce dnqe la stimolazione dei
recettori µ qale meccanismo primario alla base del rilevato decremento nei ratti.
Gli esperimenti condotti riprodcendo le medesime condizioni dello stdio di Valjent et al.,
(2004) si topi CD-1 hanno permesso di confermare: i) che la morfina (5 mg/kg a 20’)
incrementa la % dei neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e ii) che, sebbene con l’so di n più
specifico antagonista, SCH 39166 (McQade et al., 1988), il blocco dei recettori D1 ridce
l’incremento del nmero dei neroni pERK-positivi/area nel AcbSh.
L’incrementata fosforilazione delle ERK indotta dalla morfina nel AcbSh dei topi CD-1 e
C57BL/6J è risltata apparentemente in contrasto con i dati riportati da Eitan et al. (2003)
in topi C57BL/6J ottenti mediante lo stesso approccio analitico e che docmentano n
decremento dell’espressione della pERK in risposta alla somministrazione acta di morfina.
ttavia la comparazione diretta con tali osservazioni è inesatta poiché le dosi impiegate nello
stdio di Eitan et al. (2003) sono da 10 a 20 volte maggiori rispetto a qelle tilizzate nel
presente stdio e in qello di Valjent et al. (2004).
ttavia considerando il fatto che il meccanismo di attivazione delle ERK da parte degli
oppioidi non rislta ancora pienamente chiarito, altri fattori critici qali il differente rolo
svolto dalle de isoforme ERK1 ed ERK2 (Mazzcchelli et al., 2002) così come il coinvolgimento
delle β-arrestine (Macey et al., 2006; Bohn et al., 2003) potrebbero dover essere tenti in
considerazione. Come già precedentemente descritto, sono conoscite almeno 8 isoforme di
ERK (Cargnello & Ro, 2011), sebbene il significato fnzionale sia parzialmente compreso solo
per ERK1, ERK2 ed ERK5 (Nishimoto & Nishida, 2006). È stato dimostrato che ERK1 ed ERK2
esercitano n controllo opposto slla plasticità sinaptica nello striato così come sggerito da
esperimenti di potenziamento a lngo termine (Mazzcchelli et al., 2002). iù specificamente,
inoltre, la perdita dell’isoforma ERK1 determina n incremento dell’ attività dell’isoforma ERK2,
e qesto rislta in n amentato consolidamento della memoria valtata mediante semplici test
di apprendimento (learning tasks), nonché in n’amentata indzione del potenziamento a lngo
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termine nel Acb. Inoltre, nei topi KO per l’isoforma ERK1, la capacità della morfina di indrre
C è significativamente più marcata rispetto al grppo di controllo, sggerendo che
l’amentata plasticità sinaptica ERK2-correlata potrebbe portare a consegenze critiche si
comportamenti che necessitano di n efficiente network neronale striatale (Mazzcchelli et
al., 2002; Fergson et al., 2006). Un’importante limitazione al presente lavoro è tttavia
rappresentata dall’tilizzo di n anticorpo capace di rilevare entrambe le isoforme ERK1 ed
ERK2 (p44 e p42, rispettivamente, qando doppiamente fosforilate nella hr202 e yr204 per
ERK1 e hr185 e yr 187 per ERK2)
ttavia alla lce dei risltati del presente stdio si potrebbe spporre che la morfina agisca
in maniera differenziale slla fosforilazione delle de isoforme nel Acb e che la ridzione
della % dei neroni pERK-positivi/area sia correlata ad na ridzione del segnale ERK1. Qesta
ipotesi potrebbe apparentemente contrastare con l’osservazione fatta da Mller & Unterwald
(2004), che hanno riscontrato na ridzione significativa dei livelli di pERK2, ed inalterati
livelli di pERK1 dopo 240 minti dall’iniezione di morfina. ttavia, nel citato stdio la morfina
è stata somministrata a dosi da 10 a 50 volte maggiori e i ratti sono stati sacrificati a tempi 6
volte più lnghi rispetto a qelli segiti nel presente stdio, rendendo, pertanto, anche qeste
de serie di risltati non direttamente comparabili.
È inoltre importante sottolineare che il rolo dei recettori oppioidi μ nell’attivazione delle ERK
nel Acb dipende anche dall’agonista oppioidergico impiegato; il fentanil, ma non la morfina,
provoca l’attivazione delle ERK in coltre di neroni striatali, effetto che rislta prevento
dal pre-trattamento con naltreone o dall’applicazione di fentanil in neroni derivanti da topi
KO per i recettori μ (Macey et al., 2006). È interessante notare inoltre che la capacità del
fentanil di stimolare la fosforilazione delle ERK è basata sll’interazione con il segnale delle
β-arrestine dato che in neroni pre-trattati con siRNA per l’arrestina 3 il fentanil non è in
grado di evocare l’attivazione di tale segnale (Macey et al., 2006). D’altra parte, la morfina
acqisisce la capacità di indrre la fosforilazione delle ERK qando applicata a neroni
transfettati con na forma dominante positiva di arrestina che non richiede la fosforilazione
recettoriale per la sa attivazione (Macey et al., 2006). Inoltre, n rolo critico delle β-
arrestine è stato dimostrato negli effetti di rinforzo della morfina valtati attraverso
esperimenti di C (Bohn et al., 2003), drante i qali, nei topi KO per la β-arrestina, la
morfina ha provocato maggior rinforzo ovvero na maggior sensibilità del sistema DAergico
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(amento del rilascio di DA striato-ventrale ?) in risposta alla stimolazione del recettore μ
(Bohn et al., 2003). ertanto, l’espressione differenziale delle β-arrestine così come il diverso
grado della loro attività basale (Haberstock-Debic et al., 2005; heng et al., 2011)
potrebbero giocare n rolo critico nella capacità della morfina (e di altri agonisti oppioidi) di
modlare la fosforilazione delle ERK, sggerendo che vi possa essere na complessa
interazione tra la morfina, le β-arrestine e i recettori accoppiati a proteina G (GCR). ale
interpretazione sggerisce anche che i meccanismi di fosforilazione potrebbero essere alla
base della capacità della morfina di determinare in maniera differenziale la fosforilazione
delle ERK1 e ERK2 nel Acb come in altre regioni cerebrali (hai et al., 2008; Eitan et al.,
2003).
Alla lce del rolo attribito all’attivazione delle ERK nel Acb nelle proprietà motivazionali
delle sostanze (Beninger & Gerdjikov, 2004; Giralt et al., 2007; L et al., 2006; hai et al.,
2008) appare particolarmente rilevante la scoperta che la somministrazione di morfina, a dosi
(1 e 5 mg/kg) e intervalli di tempo (20 e 40 minti) differenti, casi na significativa
ridzione della % di neroni pERK positivi/area nel AcbSh e nel AcbC dei ratti Sprage-
Dawley e Wistar (Figre 1 e 2) (oltre che dei ratti RLA, si veda sotto per la relativa
discssione). Infatti, mentre gli effetti slla fosforilazione delle ERK evocati da sostanze
come cocaina (Valjent et al., 2000), HC (Valjent et al., 2001), amfetamina (Gerdjikov et al.,
2004) e ecstasy (Salzmann et al., 2003) sono stati presentati in parallelo con stdi di C,
dimostrando che il blocco delle MEK nel Acb pò esitare in n blocco della preferenza
spaziale, stdi di qesto tipo non sono reperibili nella letteratra relativamente alla morfina,
né nei ratti né nei topi.
ttavia, n recente stdio ha dimostrato che il blocco delle MEK mediante la
somministrazione intracerebroventricolare di D98059 (n inibitore delle MEK incapace di
sperare la BEE) previene la capacità della morfina (1 mg/kg) di indrre l’acqisizione di C in
ratti Sprage-Dawley (Spina et al., 2010). Qesta evidenza appare critica per de ragioni: i)
indica che la somministrazione di morfina e, slla base dei presenti dati, la ridzione della % di
neroni pERK-positivi/area nel AcbSh e nel AcbC si accompagnano alla sa capacità di indrre
C (Acqas & Di Chiara, 1994; Spina et al., 2011); ii) sostiene, contrariamente a qanto
sggerito dalla letteratra (Beninger & Gerdjikov, 2004; Giralt et al., 2007; L et al., 2006;
hai et al., 2008) che la capacità di farmaci d’abso di indrre C si basa sll’attivazione
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delle ERK nel Acb. Inoltre, la possibilità che la morfina, alle dosi alle qali ridce l’espressione
dei neroni pERK-positivi/area nel Acb, sia anche incapace di esercitare i soi effetti
motivazionali positivi, sembra insostenibile. Infatti, comparando il dosaggio e i tempi impiegati
nel presente stdio con qelli tilizzati in precedenti stdi slla C indotta dalla morfina
(Acqas & Di Chiara, 1994; Spina et al., 2010), appare difficile concldere che le condizioni
alle qali la morfina indce C siano sostanzialmente differenti da qelle alle qali ridce la %
di neroni pERK-positivi/area. Al contrario, nei topi CD-1 e C57BL/6J, l’incremento della % dei
neroni pERK-positivi/area rappresenterebbe na correlazione positiva della capacità della
morfina di indrre C. ttavia, l’attivazione delle ERK evocata dalla morfina in altre regioni
cerebrali come la VA incoraggia a sggerire che la fosforilazione delle ERK indotta dalla
morfina nel Acb, sia nei ratti che nei topi, possa non essere nicamente responsabile delle se
proprietà motivazionali. A spporto di qesta possibilità è la dimostrazione fornita dallo
stdio di Lin et al., (2010) secondo ci la somministrazione nella VA di U0126, n altro
inibitore delle MEK, previene l’acqisizione della C indotta dalla morfina.
Nell’impostazione della ricerca si era ipotizzato che la selezione genetica dei ratti RHA e RLA
potesse determinare na responsività differenziale alla morfina in termini di attivazione delle
ERK nel Acb. In particolare, slla scorta dei dati di Lecca et al. (2004) secondo ci nei ratti
RHA la morfina determina na stimolazione preferenziale della trasmissione DAergica nel
AcbSh a na dose 10 volte inferiore che nei ratti Sprage-Dawley e Wistar, è stato
ipotizzato che la morfina potesse far diminire il segnale pERK nel Acb dei ratti RLA e
amentarlo in qello degli RHA. I risltati della presente ricerca hanno dimostrato che la
somministrazione acta della morfina ai ratti delle de linee (alla stessa dose impiegata nello
stdio di Lecca e Colleghi del 2004) ha determinato effetti differenziali slla fosforilazione
delle ERK. In particolare, la morfina, come atteso, ha indotto na significativa ridzione
dell’espressione della pERK nel AcbSh dei ratti RLA, mentre si è mostrata inefficace
nell’evocare qalnqe tipo di effetto slla fosforilazione delle ERK nel Acb dei ratti RHA.
Qesti risltati pertanto spportano solo parzialmente l’ipotesi interpretativa proposta
poiché se da n lato i ratti RLA hanno effettivamente risposto in modo analogo ai ratti
Sprage-Dawley (Figra 1) e Wistar (Figra 2), nei ratti RHA (Figra 4) non si è osservata né
na diminzione né na stimolazione. Così, sebbene la mancanza di effetto osservata nei ratti
RHA appaia comnqe di notevole importanza e significatività alla lce della maggiore
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responsività di qesti animali agli effetti comportamentali e nerochimici della morfina (iras
et al., 2003; Lecca et al., 2004; Giorgi et al., 2007), la mancata stimolazione, ovvero la
mancata analogia con gli effetti evocati dalle altre sostanze (Valjent et al., 2000 e 2001;
Salzman et al., 2003; Gerdjikov et al., 2004) indica che altri meccanismi devono essere
vagliati per meglio caratterizare qesto dato. Inoltre, poiché nei ratti RLA la morfina
determina degli effetti differenti rispetto ai ratti RHA na spiegazione, potrebbe essere
qella sggerita dallo stdio di Mazzcchelli et al. (2002) secondo la qale la selezione
genetica potrebbe aver determinato na differente espressione delle isoforme ERK1 e ERK2
tale da poter gistificare qesti risltati.
L’impiego di linee di ratti geneticamente selezionati per la loro preferenza o avversione
all’etanolo ha contribito significativamente anche allo stdio delle basi nerobiologiche
dell’alcolismo. ertanto, pr considerando la grande difficoltà nel riprodrre in laboratorio
ttte le caratteristiche di n fenomeno “mano”, tali modelli animali hanno permesso di
controllare le caratteristiche genetiche, così come le consegenze dell'esposizione all’etanolo
e all'ambiente, permettendo inoltre manipolazioni farmacologiche e comportamentali, nonché
determinazioni nerochimiche altrimenti impossibili.
È alla lce di qesta premessa che la seconda parte dello stdio è stata volta ad investigare
se, e in qale modo, la somministrazione acta di etanolo potesse inflenzare l’espressione
della pERK in particolare in ratti appartenenti alle de linee geneticamente selezionate per i
diversi livelli di preferenza e consmo di etanolo qando sottoposti ad n regime di libera
scelta tra etanolo ed acqa (2- bottle choice), i Sardinian Alcohol referring e Sardinian non
referring, s e sN. iù specificamente, qesta fase dello stdio era indirizzata a verificare
se la somministrazione acta di etanolo in ratti etanolo-naive, s ed sN, potesse risltare in
na espressione differenziale della forma fosforilata della ERK nel Acb e nella FC, de
regioni cerebrali coinvolte nella modlazione dei comportamenti motivati e nella flessibilità
comportamentale e implsività, rispettivamente. ale indagine è stata allargata anche ad altri
de nclei dell’amigdala estesa (Heimer et al., 1991) ovvero il ncleo del letto della stria
terminale (BNS o BSL) e il ncleo centrale dell’amigdala (CeA), entrambi coinvolti nei
meccanismi alla base dell’assnzione eccessiva di etanolo (Koob, 2003).
I risltati di qesti esperimenti hanno dimostrato che la somministrazione acta di etanolo
modla l’espressione della pERK in maniera linea- e regione cerebrale-dipendente. In
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particolare, l’etanolo alla dose di 1 g/kg ha incrementato l’espressione della pERK nel AcbSh e
AcbC dei ratti appartenenti alla linea s, contrariamente ai ratti sN nei qali non ha
determinato nessna variazione (Figra 8). Inoltre a livello di entrambe le sb-regioni della
FC (Figra 9) così come nel BSL (Figra 10A) e nella CeA (Figra 10B) non si sono
osservate variazioni significative in nessna delle de linee. Qanto osservato nel Acb dei
ratti s è in accordo con i dati di precedenti stdi effettati con ratti Sprage-Dawley (Ibba
et al., 2009), sebbene nel presente stdio l’incremento della pERK si sia osservato solo alla
dose di 1 g/kg. Al contrario, i risltati appaiono in contrasto con altri dati presenti in
letteratra (Davis et al., (1999) in N5 pps; Sanna et al., (2002) in ratti Wistar, Neznanova
et al. (2009) in ratti AA, e Neasta et al., (2011) in topi C57BL6J) che riportano na ridzione
dell’espressione della ERK fosforilata come consegenza della somministrazione acta di
etanolo. ali discrepanze potrebbero essere correlate a differenze nelle condizioni
sperimentali (via di somministrazione, dosi somministrate, specie animale, linea/ceppo);
tttavia per qel che rigarda la discordanza tra i presenti dati e qelli ottenti s ratti
selezionati per la preferenza e avversione all’etanolo appartenenti alle linee AA/ANA
(Neznanova et al., 2009), è bene precisare che nonostante qesti ltimi provengano da n
programma selettivo per molti aspetti simile a qello segito per l’ottenimento delle linee
oggetto di qesto stdio, differenze comportamentali etanolo-correlate erano state già
riscontrate e pertanto è ragionevole pensare che la selezione abbia portato anche ad na
differente sensibilità all’etanolo in termini di fosforilazione della ERK.
È interessante notare inoltre che la dose di etanolo che ha determinato n significativo
incremento dell’espressione della pERK (1 g/kg) sia nel AcbSh che nel AcbC dei ratti s,
corrisponde anche al qantitativo di etanolo salmente consmato dai ratti di qesta linea
qando sottoposti al regime del “2-bottle choice”, con accesso all’etanolo per 24h/giorno; più
specificamente, la dose di 1 g/kg rappresenta la qantità di etanolo che i ratti s consmano
volontariamente ogni qalvolta abbiano accesso alla bottiglia contenente etanolo e che prodce
nei ratti s effetti psicofarmacologici misrabili, comprese ansiolisi e stimolazione
locomotoria. Inoltre i livelli ematici di etanolo (BELs) valtati 15’ (tempo del sacrificio in
qesto stdio) dopo la somministrazione di 1 g/kg corrispondono a qelli ragginti dopo
assnzione volontaria drante le sessioni di bevta (Colombo et al., 2006).
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Gli effetti osservati nel Acb dei ratti s appaiono inoltre a spporto della teoria secondo ci
le ERK attivate a livello del AcbSh possano rappresentare dei potenziali markers nerochimici
post-sinaptici degli effetti acti dell’etanolo slla trasmissione DAergica a livello pre-
sinaptico (Ibba et al., 2009), ma più generalmente delle sostanze d’abso inclse l’ecstasy,
l’amfetamina, la nicotina e la cocaina (Acqas et al., 2007; Beninger & Gerdjikov, 2004; Giralt
et al., 2007; Valjent et al., 2004). Il fatto che l’etanolo sia capace di indrre n significativo
incremento dell’espressione della pERK nel Acb dei ratti s così come di qelli Sprage-Dawley
e Wistar, mentre si mostra inefficace nel prodrre tale attivazione nei ratti sN, mette in
lce come qest’ltima linea si presenti meno sensibile, anche in termini di espressione della
pERK, agli effetti della somministrazione acta di etanolo.
Infine, considerando la teoria secondo ci l’espressione della pERK nel Acb, indotta dalle
sostanze d’abso, possa rappresentare n indice post-sinaptico di attivazione DAergica in tale
area, i presenti dati appaiono anche in accordo con l’elevata attività DArgica neronale
spontanea associata alla preferenza e all’amentata vlnerabilità allo svilppo di n
comportamento di assnzione eccessiva di etanolo nella linea s (Melis et al., 2009).
A livello della FC così come nel BSL e nella CeA l’etanolo si è mostrato inefficace nel
modlare l’espressione della pERK in entrambe le linee di ratti. Gli effetti osservati in FC
sono risltati parzialmente in accordo con altri dati presenti in letteratra (Ntinen et al.,
2011), ma in contrasto con qanto osservato da Neznanova et al., (2009), sebbene anche in
qesto caso, analogamente a qanto detto per il Acb tali divergenze sarebbero da ricercarsi
in na diversa sensibilità conservata drante la selezione genetica. Analoghe considerazioni
possono essere estese anche all’interpretazione dei risltati relativi al BSL e alla CeA che
appaiono in contrasto con i dati ottenti da Ibba et al., (2009) in ratti Sprage-Dawley.
Alla lce dei presenti risltati, sebbene il meccanismo alla base dell’attivazione delle ERK nel
Acb dei ratti s sia ancora da chiarire, è ragionevole ipotizzare che l’etanolo alla dose di 1
g/kg possa inflenzare l’espressione della pERK in de modi: i) agendo in maniera differenziale
s meccanismi comni che determinano na espressione della pERK linea- e regione cerebrale-
dipendente oppre ii) agendo s diversi meccanismi capaci di inflenzare l’espressione della
pERK in maniera differenziale.
Come già pntalizzato, in qesto stdio l’etanolo è stato somministrato per via intragastrica.
ale approccio, se da n lato ha impedito di indagare l'effetto del consmo volontario di
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etanolo sll’espressione delle pERK, dall’altro ha permesso l'inclsione dei ratti della linea sN
nel disegno sperimentale portando ad identificare nell'attivazione della cascata di MAK-ERK
nel Acb, n percorso che pò contribire a differenziare anche biochimicamente i ratti della
linea s da qelli della linea sN.
In sommario, slla base di qanto riscontrato de sono le principali conclsioni che possono
essere tratte da qesto stdio. La prima è che i ratti della linea s mostrano na maggiore
sensibilità agli effetti dell’etanolo in termini di attivazione della pERK nel Acb; la seconda è
che i ratti della linea sN si mostrano insensibili agli effetti acti dell’etanolo nella stessa
area. È infine importante sottolineare che la variazione fenotipica è il risltato di differenze
nei singoli genotipi e delle interferenze tra qesti e le diverse condizioni ambientali; pertanto
l’identificazione del genotipo è n passaggio di grande rilevanza sia per la caratterizzazione
dei profili comportamentali che per l’identificazione dei meccanismi nerogenetici e
nerochimici alla base della preferenza o dell’evitamento dell’etanolo. Il presente stdio ha in
tal senso contribito, aggingendo la fosforilazione delle ERK nel Acb, alla lista dei bersagli
dei geni implicati nell’espressione dei fenotipi preferenza/avversione all’etanolo.
Nell’ottica di approfondire lteriormente il rolo della selezione genetica slla differente
sensibilità agli effetti acti delle sostanze d’abso in termini di fosforilazione delle ERK nelle
aree mesolimbiche, la terza parte di qesto lavoro di ricerca è stata indirizzata allo
caratterizzazione degli effetti della somministrazione acta di cocaina sll’espressione della
pERK in ratti appartenenti alle de linee psicogeneticamente selezionate, i ratti RHA e i ratti
RLA, nelle regioni cerebrali coinvolte negli effetti comportamentali della cocaina tra ci
AcbSh, AcbC, FC IL e FC rL nonché a livello di BSL, CeA e BLA. Dai risltati ottenti è
emerso che la somministrazione acta di cocaina modla l’espressione della pERK in maniera
linea- e regione cerebrale-dipendente. E’ stato infatti osservato che la cocaina, alla dose di 5
mg/kg, ha incrementato in maniera significativa l’espressione della pERK nel AcbSh e nella
FC IL dei ratti RHA, e nella BLA dei ratti RLA, mentre non ha determinato alcna
variazione nelle altre regioni cerebrali di entrambe le linee.
Il fatto che la cocaina abbia incrementato l’immnoreattività della pERK nel AcbSh degli RHA
ma non degli RLA e l’assenza di cambiamenti significativi dei livelli di pERK nel AcbC di
entrambe le linee, rislta in accordo con precedenti stdi di microdialisi cerebrale dai qali è
emerso che negli RHA la somministrazione della dose di 5 mg/kg indce n cospico rilascio di
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DA rispetto ai valori basali nel AcbSh (~120% a 20’) rispetto al AcbC (~60% a 20’) mentre
nessna differenza significativa è stata osservata nei ratti della linea RLA (AcbSh ~60% a
20’, AcbC ~50% a 20’) (Lecca et al., 2004; Giorgi et al., 2007). Considerando l’importanza
dell’espressione della pERK qale indice post-sinaptico di attivazione DAergica (Acqas et al.,
2007; Ibba et al., 2009), i presenti risltati sggeriscono anche che le proiezioni DAergiche
che dalla VA raggingono il AcbSh nei ratti RHA siano maggiormente sensibili agli effetti
acti della cocaina rispetto a qelle dei ratti RLA. Inoltre tenendo presente che la
somministrazione della dose di 5 mg/kg di cocaina si è mostrata capace di indrre n
consistente incremento della locomozione negli RHA (Lecca et al., 2004), i qali imparano
anche ad atosomministrarsi la cocaina più velocemente e in maggiore qantità (Fattore et al.,
2009) rispetto ai ratti RLA, i presenti dati contribiscono a spportare l’ipotesi secondo ci i
ratti RHA risltano maggiormente sensibili sia agli effetti comportamentali che a qelli
nerochimici delle sostanze d’abso (Giorgi et al., 2007).
Non sorprende inoltre che l’immnoreattività della pERK sia stata incrementata nel AcbSh e
nella FC IL dei ratti RHA, le de regioni cerebrali appartenenti al sbcircito limbico e
criticamente coinvolte nella risposta all’esposizione iniziale alla cocaina (Valjent et al., 2000),
mentre non sia stata modificata nel AcbC e nella FC rL di entrambe le linee, de aree
cerebrali facenti parte del sbcircito motorio e strettamente implicate nelle risposte
strmentali all’esposizione cronica alla cocaina (Ito et al., 2004).
Il fatto che l’esposizione acta alla cocaina non abbia inflenzato l’espressione della pERK nel
BSL e nella CeA di entrambe le linee è risltato in qalche modo inaspettato ed in contrasto
con altri dati già presenti in letteratra (Valjent et al., 2004), sebbene la comparazione con i
precedenti stdi non sia del ttto corretta dato che l’incremento della pERK in altri stdi
(Valjent et al., 2000; 2004) è stato osservato in topi i ci livelli basali di pERK risltano
essere molto bassi rispetto a qelli descritti nei ratti (Radwanska et al., 2006) e a segito di
dosi molto più alte di qella impiegata nel presente stdio.
L’immnoreattività della pERK è stata incrementata nella BLA dei ratti RLA ma non di qelli
RHA. ale risltato appare di rilevante interesse principalmente per de ragioni: i) perché
sottolinea come la specificità della dose di cocaina impiegata in qesto stdio sia stata capace
di inflenzare l’espressione della pERK nei ratti RLA e ii) perché permette na lteriore
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differenziazione tra le de linee slla base della differente sensibilità regionale agli effetti
della cocaina.
L’ipotesi di na possibile differenziazione tra le de linee di ratti Roman a livello della BLA
pò essere estesa, nei ratti trattati con salina, anche all’espressione delle pERK che si è
mostrata significativamente maggiore negli RHA pittosto che negli RLA. ttavia, non avendo
verificato, in qesto stdio, gli effettivi livelli basali di pERK in animali Roman naive (sia RHA
che RLA), si potrebbe pensare che la somministrazione della solzione salina possa essere
stata responsabile o della ridzione dei livelli di pERK nella BLA dei ratti RLA o
dell’incremento di tali livelli nella BLA dei ratti RHA. Si potrebbe ipotizzare, inoltre, che il
significato fnzionale dell’incremento della pERK osservato nella BLA dei ratti RLA sia
correlabile al rolo che tale sbregione dell’amigdala riveste nelle risposte comportamentali e
nerochimiche allo stress (McReynolds & McIntyre 2012). In alternativa, n’altra ipotesi
potrebbe sggerire che il selettivo incremento della pERK nella BLA dei ratti RLA indotto
dalla cocaina rappresenti n correlato nerochimico sia dell’effetto ansiogenico della stessa
cocaina (Wenzel et al., 2014) sia del fenotipo comportamentale della linea RLA, caratterizzato
da n elevato grado d’ansia e da n atteggiamento passivo nell’affrontare le sitazioni (coping
style). ale ipotesi rislterebbe spportata anche dal fatto che, in ratti Sprage-Dawley,
l’habitation a sitazioni stressanti appare associata ad na ridotta attivazione della pERK
nella BLA (Grissom & Bhatnagar et al., 2011).
Infine, la capacità delle pERK di attivare fattori di trascrizione (Davis et al., 2000; Valjent et
al., 2000; Mattson et al., 2005; Radwanska et al., 2006) responsabili di modificazioni
epigenetiche e di variazioni nell’espressione genica, ne sggerisce anche n rolo critico nei
processi di plasticità sinaptica a lngo termine che sottendono all’abso di cocaina (L et al.,
2006); per tale ragione stdi ftri saranno rivolti a verificare e caratterizzare il
coinvolgimento della pathway delle ERK nel critico passaggio dall’so occasionale di cocaina a
qello incontrollato (dipendenza).
Slla base di qanto finora discsso, i presenti dati dimostrano che la morfina agisce in
maniera differenziale sll’espressione della pERK nel ratto e nel topo, indcendo n
significativo decremento nel ratto (con l’eccezione dei ratti RHA), e n incremento nel topo. I
presenti dati sggeriscono inoltre che nel ratto la stimolazione dei recettori µ rappresenta il
meccanismo primario alla base di tale decremento, e che i recettori D1 svolgono n rolo
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crciale nel meccanismo di attivazione delle ERK nell’Acb, sia nei ratti che nei topi. Inoltre, il
fatto che la morfina abbia agito in maniera differenziale anche sll’espressione delle ERK
nell’Acb dei ratti delle linee Roman, ridcendone l’attivazione nell’AcbSh degli RLA e non
interferendo in alcn modo s qello degli RHA, sggerisce che anche altri meccanismi
debbano essere tenti in considerazione per spiegare i complessi effetti esercitati dalla
morfina sll’espressione della pERK nell’Acb.
I risltati osservati nelle de linee geneticamente selezionate s e sN dimostrano che la
somministrazione acta di etanolo modla l’espressione della pERK in maniera linea- e regione
cerebrale- dipendente. Il significativo incremento riscontrato nell’AcbSh dei ratti s mette in
risalto come tale linea si presenti più sensibile, anche in termini di espressione della pERK, agli
effetti acti dell’etanolo, mentre la mancata inflenza sll’espressione della chinasi nei ratti
sN sggerisce na minore sensibilità di qesta linea verso tali effetti.
Infine, dai risltati ottenti nelle linee geneticamente selezionate RHA e RLA emerge che
anche la somministrazione acta di cocaina modla l’espressione della pERK in maniera linea- e
regione cerebrale-dipendente. Il significativo incremento dell’espressione nel AcbSh dei ratti
RHA e il mancato effetto s qello dei ratti RLA appare in perfetto accordo con i precedenti
stdi di microdialisi cerebrale effettati in qesti animali (Lecca et al., 2004), sggerendo na
maggiore sensibilità della linea RHA verso gli effetti comportamentali e nerochimici delle
sostanze d’abso (Giorgi et al., 2007) e più specificamente della cocaina. Inoltre, il fatto che
l’incremento della pERK si sia osservato nel AcbSh e nella FC IL collima con il rolo che tali
aree rivestono nella risposta all’esposizione iniziale alla cocaina; inoltre, l’incrementata
immnoreattività della pERK rilevata nella BLA dei ratti RLA sggerisce na lteriore
differenziazione a livello di sensibilità regionale alla cocaina tra le de linee.
In conclsione, benché non sia ancora possibile proporre na spiegazione esastiva che tenga
conto sia dei presenti risltati che delle discrepanze della letteratra circa gli effetti
esercitati dalla morfina slla fosforilazione delle ERK nell’Acb, qesti dati rappresentano n
lteriore e approccio alla comprensione del meccanismo attraverso il qale la pERK nell’Acb
sostiene le proprietà rinforzanti e motivazionali della morfina (Bohn et al., 2003; Lin et al.,
2010; Mazzcchelli et al., 2002; Spina et al., 2010).
Infine, i presenti dati forniscono lteriori evidenze sperimentali a sostegno dell’importanza
dell’tilizzo delle linee di ratti geneticamente selezionati, qali validi modelli per lo stdio
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dell’inflenza che il genotipo esercita si tratti comportamentali e neronali coinvolti nelle
principali caratteristiche della vlnerabilità individale alla dipendenza da sostanze.
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